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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — &. 1

Rozvoj ceskoslovenské mikrobiologie
Akademik IVAN MALEK

Timto prvym &islem zadindme vydévat novy na¥ biologicky &asopis ,,Ceskoslo-
venské mikrobiologie‘, ktery bude otiskovat prace ze viech tisek@i mikrobiologie,
pokud maji obecndj$i zamé¥eni i vyznam. Casopis mé byt soudasné ideovym organi-
satorem a podnécovatelem védeckého Zivota ve vSech usecich mikrobiologie. Sku-
tednost, Ze muZzeme zadit vydavat samostatny ¢asopis mikrobiologicky, je odrazem
toho velkého rozvoje, kterého jsme v poslednich letech svédky na poli biologickych
véd a zvlasts i v mikrobiologii. Ukézal to uz na¥ dasopis ,,Ceskoslovensks biologie*,
kde v posledni dob¥ asi polovina uvefejiiovanych praci byla mikrobiologicka.
Svédkem tohoto rozvoje je predevsim fada konferenci, které byly uskuteénény
v jednotlivych tdsecich mikrobiologickych, jako byly konference pudni, technické
mikrobiologie, konference virologicka, imunologicka, dile i pravidelné pracovni
seminaie, jaké se poraddajf na ptiklad na poli mikrobiologie zemé&délské nebo tech-
nické. Ve to ukazuje, Ze uz byla vytvofena fada dobfe zorganisovanych védeckych
sttedisek, kterd zabezpeduji bohatou védeckou tvorbu, jejiz vysledky maji byt
naplni tohoto nového dasopisu. Je pochopitelné, Ze tento velky rozvoj potrebuje
své forum, av8ak nejen takové, které by prosté pfijimalo a uvefejiiovalo prace,
ale doslova kolbisté, na kterém by se nové sméry i myslenky mohly nejen uplatiiovat,
ale i vybojovavat své védecké boje, bez jakych véda nemuze jit kupfedu. PFi té
plilezitosti je jisté uZitetné pfehlédnout, z jakych zdroju se nade mikrobiologie
zadala rozvijet, jaké jsou jeji kofeny, v jakych smérech dosla nejdile a jaké dileZité
tkoly zustala dluzna.

Nejdiive n&kolik pozndmek k historii nadi mikrobiologie, abychom si pfipomnéli,
o jaké tradice jsme se mohli a miZeme v dnednim jejim rozvoji opirat. Na prvy
pohled by se mohlo zd4t, Ze neni moZno mluvit o tradicich nasi mikrobiologie, vidyt
z minulosti pfedmnichovské republiky jsme pfevzali nadi mikrobiologii tak nepatrné
rozvinutou, Ze i podet mikrobiologii viech zamé¥eni nepievyfoval ptilis ¢islo deset,
a o néjakych vyznadnych 8kolach mikrobiologickych z hlub&i minulosti stéZi maZe
byt fed. Aviak tento neutéfeny stav minulosti zrcadli pouze naprosto nedostateény
zéjem, ktery byl v minulosti za rakouské monarchie i za pfedmnichovské republiky
vénovin védé vibec a tim spi§ védé tak mladé jako byla mikrobiologie, ale neni
vyrazem nezdjmu o mikrobiologii u nds mezi pracovniky p¥irodnich a léka¥skych véd
nebo védecké neschopnosti na tomto tdseku. Podividme-li se blize, maZeme toti%
konstatovat, Ze témét ve vSech tisecich mikrobiologie jsme méli vyznaéné zastupce
at uz pracujici doma, af za hranicemi, ktefi neztstavali pozadu za vyvojem mikro-
biologie a pfindseli ptivodni p¥inos svétové védé.

Tak v useku mikrobiologie pidni J. Stoklasa od samého zadatku si nejen uvédo-
moval dileZitou roli pidnich mikroorganisma a prosazoval jejich praktické uZiti,
ale dokonce se Strafidkem byl jednim z prvnich vibec, ktefi s kladnym vysledkem
pouzili azotobaktera k zvySovani vynosi plodin. Na poli kvasné a technické mikro-
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biologie je tfeba se zminit zvlasté o K. Kruisovi, ktery jako jeden z prvnich studoval
bakterijni jidra a vénoval se mikrofotografickému sledovani bunék v ultrafialovém
svétle. Je tieba se zde zminit o snaze V. Jondfe hloubéji a nové se podivat na zakladni
otézky biologie kvasinek. I v uiseku antibiotik méZeme z historie nasi mikrobiologie
vyzvednout doméei tradice: I. Honl spole¢né s Bukovskym jiZz v 90. letech jako
jedni z prvnich se zabyvali idinkem bakterie Ps. pyocyanea na jiné bakterie a poku-
sili se antibioticky preparat, z ného pripraveny, zavést i do 1lé¢ebné praxe. Stejné tak
je tieba se zminit o praci F. Patotky, ktery sledoval antibioticky téinek kokovitého
mikroorganismu v dobé, kdy otédzky antibiosy byly na samém podatku. Podobng
i na tseku obecné mikrobiologie reagovali nasi pracovnici velmi pohotové na nové
otézky a Fefili je pivodnim zptsobem (Némec, Rizitka, Sulc, Peklo, Mencl). Stejnd
tak byly &asné feSeny v 30. letech otdzky proménlivosti (Patotka, Milek), otazky
bakterijnich polysacharidi a jejich vyznam (Malek), otdzky o zdkonitostech pratoko-
vych kultur (Méilek). I na objev bakteriofdga reagoval u nas zv1astd J. Kabelik
pohotové puvodni praci.

V 1ékaiské mikrobiologii pak je tieba vyzvednout zdsluhy Hlavovy a zvlasteé
Prowazekovy pti Feseni otdzek skvrnitého tyfu. I ve veterindrni mikrobiologii mame
u nds dosaZené pavodni vysledky (Klobouk, Lukes a j.), stejné tak v parasitologii
(Lambl, Drbohlav, Jirovec, Rasin a j.). Spole¢nym znakem téchto praci, které jsme
uvedli jako piiklad, je, Ze dovedly Fesit velmi pohotové dileZité teoretické i prak-
tické otdzky mikrobiologické a Ze pfi nich nepoustély se zietele i zajmy praxe. Tyto
rysy z historie nasi mikrobiologie jsou jisté cennym ukazatelem i pro mikrobiologii
dnesni.

Druhym zadkladem rozvoje kazdého védniho tseku je zajisté jeho ideologické
zaméfeni. Po té strance ukazuje jiz uvedeny vycet nasich mikrobiologti v minulosti
a jejich prace, Ze byla v na$i mikrobiologii snaha vyrovnivat se s pokrokovymi
myslenkami ve védé svétové. V naplni price se to zvlasté projevilo tim, Ze naSe
mikrobiologie neodmitala nikdy moZnosti proménlivosti mikrobi a méla tim blize
k pokrokové tradici pasteurovské nez ke ztrnulé gkole Zakt Kochovych. Aviak rozho-
dujicim ¢&initelem pro zaméfeni nasi dne$ni mikrobiologie byl 6. sjezd &. mikro-
biologt v roce 1950, potddany s ukolem vyjasnit, co pfindsi mic¢urinské zaméfeni
mikrobiologii, jaké ji dava ukoly. Ten ukdzal, pro¢ toto zaméfeni je pro nasi
mikrobiologii nutné, jak se miburinské zaméteni promitd na tkoly mikrobiologie
a vytkl i smér nejzikladnéjiich ukold.

Avsak 6. sjezd mikrobiologicky byl zavazny i proto, Ze dal jedineénou moznost
piehlédnout nase sily v mikrobiologii a tim i vytvoFit pldn, jak odstranit nedostatky.
Sjezd ukazal, Ze jesté v roce 1950 je nade mikrobiologie ve vétiing svych tsekil
naprosto nevyvinuta. Jakz takZ byla zabezpedena jen mikrobiologie 1ékatska, a to
plevazné ve sméru diagnostickém a vyrobnim, avsak jeji slozky badatelské, viro-
logie, imunologie, parasitologie, ale i vyzkum antibiotik a vyzkum tuberkulosy byly
naprosto nezajistény. A jesté horsi to bylo s jinymi odvétvimi mikrobiologie, s padni
mikrobiologii, technickou a nejhife se zdkladnim, teoretickym vyzkumem.

Jaky byl stav pracovi§t mikrobiologickych v té dobé ? Byl jich jen nevelky podet
a vyzkumna price na nich byla malo zabezpedena a rozvinuta. Ptedevsim to byla
mikrobiologicko-epidemiologickd slozka Statniho zdravotnického tstavu, kterd
oviem v té dobé byla nadmiru zatiZena b&Znou rutinnf praci, starosti o své po-
boc¢ky atd. Dalsimi pracovisti byly mikrobiologické dstavy na vysokych kolach,
piedevsim na lékaiské fakulté v Praze, v Bratislavé, v Hradci Kralové, ménd jiz
v Brng, Plzni a pro obory kvasné mikrobiologie na Vysokém udeni chemickém
v Praze. Pro otdzky obecné mikrobiologie zcela malo rozvinutd byla pracovisté
na prirodovédeckych fakultich v Praze a Brné. Na vyrobnich pracovistich ve Stat-
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nim zdravotnickém dstavu i ve vyrobnim veterindrnim zdvodé v Ivanovicich byly
pii velkych vyrobnich tkolech jen zcela malé moZnosti védecké price. Védecka
prace ve veterinarni mikrobiologii nebyla na tom o nic lépe: uréité moznosti védecké
prace byly na Vysoké 8kole veterinarni v Brné&, mélo zbyvalo pro védeckou praci
v Praze i Bratislavé. K tomu viechna pracovisté vysokoskolska byla velmi pfetizena
tkoly vyuéovacimi, nedostate¢né vybavena pracovnimi silami i pracovnimi moz-
nostmi. Pro vyzkum kvasny byly sice nékteré specialisované ustavy jako pivo-
varsky, ale i zde vyzkumné prace bylo velmi madlo. Proto prvnim krokem muselo
byt jisté vybudovani potiebnych pracovist a jejich zabezpeteni védeckymi pra-
covniky.

Pritom tkolem bylo vybudovat pracovisté nejen takova, kterd by zabezpedovala
feSeni v8ech konkretnich, bezprostiedné naléhavych tkold, ale vybudovat sousasné
i dostate¢né silnou teoretickou zédkladnu pro fefeni otdzek zakladnich, dlouhodobych.
Dnes muzeme Fici, Ze toto budovani bylo v podstaté jiZz skondeno a davd nam tedy
moznost piehlédnout, jak vypada nyni sit pracovist a jaké ukoly jednotliva praco-
visté prevzala.

V dseku lékaiské mikrobiologie pfedevsim byla dobudovana sif pracovist, kterd
umoziuje Siroky a dostateéné hluboky vyzkum mikrobiologicko-epidemiologicky.
Dosavadni pobotky SZU staly se zékladem hygienicko-epidemiologickych stanic,
vybudovanych ve vSech krajich a doplilovanych, kde tfeba, jeité hustsi siti okres-
nich stanic. Tyto stanice od béZnych rutinnich diagnostickych a epidemiologickych
praci piechazeji k diagnostice slozit&j&i, jako nékterych nemoci virovych, parasitér-
nich a nékteré z nich dokonce jsou schopny ¥esit i tkoly vyzkumné. Tim byla
vytvoifena Zirokd zakladna, kterd dostala i vedouctho &initele v Ustavu epidemio-
logie a mikrobiologie ministerstva zdravotnictvi v Praze, vybudovaném na zakladé
prislusného oddéleni Statniho zdravotnického ustavu. a v Oblastnim tistavu epide-
miologicko-mikrobiologickém v Bratislavé. Prazsky Ustav epidemiologie a mikro-
biologie pfi svém prebudovini ziskal mozZnosti feSit daleko hloubéji Sir&i okruh
vyzkumnych otazek; ptefel od nemoci enterdlnich, jeZz pivodnd v programu jeho
prace prevazovaly, k FeSeni otdzek streptokokovych nikaz, které rozpracoval i ve
sméru FeSeni nékterych zakladnich otdzek, jako je otdzka spilovych toxind a j.
Své zkuSenosti s bakteriofagy roz&ifil i o praci s bakteriofagy stafylokokovymi,
preel i na vyzkum rickettsios, zvlasté Q horetky. Vic nez d¥ive se rozvinul vyzkum
otédzek parasitdrnich, zvldsté toxoplasmosy, podilel se na fefeni komplexniho vy-
zkumu na8ich ptirodnich ohnisek nakaz a zv1aité i rozvinul &ife vyzkum virologicky
(otdzky encefalitidy, chiipky, v posledni dob& i poliomyelitidy a hepatitidy).
Oblastni stav epidemiologie a mikrobiologie v Bratislavé se pak podilel vyznamnou
mérou pti feSeni pfirodnich ohnisek nikaz encefalitidy i jinych nemoci na Slovensku.

Jako daldi zdvainé pracovisté pro zdravotnickou mikrobiologii vznikl Vyzkumny
ustav imunologicky. Jeho ztizeni vyvolal ten stav, Ze zdvod Biogena pti své vyrobni
povaze nemohl zabezpetovat dostateéné hluboky vyzkum a proto vzniklo va#né
nebezpedi zaostdvani v tak dileZitém tvseku, jako je vyroba sér a otkovacich latek
a Yefeni otdzek obrany organismu. Vyzkumny ustav imunologicky se hned po svém
ztizeni dal cestou fysiologické imunologie, jak jeji dilezitost vyzvedlo pavlovovské
zasedani v Sovétském svazu, ale soutasné se snazil pozvednout nasi vyrobu zavadé-
nim novych zplisobil otisty otkovacich litek, sér (gamaglobulin), i pé&i o vyrobu
¢innéjsich odkovacich antigenti (hloubkova kultivace bakterint a j.). Zavaznou
mérou se podilel na FeSeni otazek o udinku lé¢ebného spinku na pribéh infekef i na
studiu patogenesy nekterych ndkaz. Ustav takto ukazal plné vyznam i potiebu
vyzkumné prace imunologické pti feSeni naléhavych problémd vyroby sér a o&kova-
cich litek a je moZno predpoklddat, Ze dnes jiz bude tidelné spojit vyzkumnou
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slozku tésnéji s vyrobnimi vkoly dosavadniho zavodu Biogena a vytvofit tak
jednotny vyzkumny tstav sér a olkovacich latek s ptidruZenou vyrobou.

Dal$im vyznamnym tstavem na poli lékaiské mikrobiologie je zajisté Vyzkumny
ustav antibiotik. Jiz p¥izavddéni vyroby penicilinu vytvotila se pfi zdvodé dosti
potetnad vyzkumna jednotka, kterd opét pii zachovavani plného spojeni s vyrobou
potiebovala urdité osamostatnéni od vyroby jiz zab&hané tak, aby mohla FeSit
ikoly zavadéni novych antibiotik do vyroby i zlepSovani vyroby antibiotik dosavad-
nich. Tento ustav se velkou mérou podili na velkém ristu produktivity vyroby
tohoto antibiotika, zaslouzil se o vytvofeni pfedpokladia pro vybudovani dalii
vyrobny, vypracoval postup pro zavedeni streptomycinu, aureomyecinu i pracuje
na antibiotikdch ostatnich. Zvla$té ve své slozce chemické a technologické dosahl
vyznamnych tspécht a vynikajici irovné. I v useku mikrobiologického vyzkumu
tuberkulosy nastalo podstatné zlepseni tim, Ze do té doby mal4 laboratot v SZU
presla jako zdvaznd slozka do nové vzniklého Ustavu tuberkulosy a mohla tim ve
vétSim rozsahu a intensivnéji rozpracovavat své tradiéni jiz vyzkumné tema, pii-
pravu odkovani proti tuberkulose. To mu dalo moznost rozpracovivat pavodnim
zpusobem novy typ otkovaci latky pouzitim mysiho kmene Wellsova. I pracovisté
na lékaiskych fakultich dostala do jisté miry nové moznosti prace, tak zvlasté
Ustav lékaiské mikrobiologie a imunologie v Praze mohl do znaéné hloubky roz-
pracovat otazky virovych ndkaz (obrna vepit, encefalitida), rickettsii (Q horeéka)
i ndkaz bakterijnich (pfedeviim anthropozoonos: brucelosy, listeriosy) vedle jinych
jiz tradi¢énich otazek. Podobné se rozvinula price i na lékafskych fakultich v Brné,
kde se rovnéz dostaly otazky virologické do poptedi, na VLA v Hradeci Kralové
(tularemie a j.), v Bratislavé (laboratof leptospirosy na hygienické katedfe).
Rozrostl se do jisté miry i vyzkum veterinarni, i kdyz ne zdaleka v té mife jako
vyzkum zdravotnicky. Predeviim tam vzrostl podet vyroben otkovacich latek a sér,
prohloubila se tradi¢ni jiz prace na veterinarni fakulté v Brné, byl vytvoren zaklad
mikrobiologické prace na veterinarni fakulté v Kogsicich a zvlasté se rozvinula prace
na brucellosiach i jinych nakazach v Bratislavé (Niziidansky).

Na poli zemédélské mikrobiologie byly odstranény piekazky, které v minulosti
brzdily jeji rozvoj, vybudovanim oddéleni v nové zorganisovaném Vyzkumném
dstavu rostlinné vyroby CSAZV, kde se rozpracovivaji nékteré otazky vazadt du-
siku, volné Zijicich i symbiotickych, bakterii fosfatovych i alumosilikatovych, studuji
se zmény v mikroflofe v souvislosti s osevnimi postupy pti travopolni soustavé i ¢in-
nost bakterii pfi kompostovani. Bylo vybudovano mikrobiologické pracoviité na
Vysoké skole zemédélské v Brné (V. Kas), které se soustfeduje hlavné na studium
vzajemnych vztahtt mezi pidnimi mikroorganismy navzajem i mezi nimi a rostli-
nami; bylo zaloZeno pracovisté padni mikrobiologie ve Vyzkumném tustavu travo-
polni soustavy CSAZV v Pohotelicich, které rovnéz studuje zménu mikroflory pii
osevnich postupech i jeji vztah k rhizosféte. V posledni dobé se zac¢inaji vytvaiet
stfediska prace na poli piidni mikrobiologie i na Slovensku (SAV). Rozsifil se i rozsah
prace na agronomické fakulté Vysoké skoly zemédélské v Praze (otazky silazovani
a pod.) a byla tam zaloena i Laborato mikrobiologie CSAZV (prof. A. Kroulik)
fesici hlavné mikrobiologické otazky spojené s vyuZitim kalt z vykrmen a sildZovani.
Jesté je tfeba, aby tento mikrobiologicky tsek byl co nejrychleji zabezpeten
i daleko vét$i a modernéj’i moznosti vyroby bakterijnich o¢kovacich latek (azoto-
baktera, rhizobii, fosforovych bakterii aj.), neZ to dovoluje dosavadni pracovisté
ve Stranticich a jak to odpovidd zkuSenostem, které byly s takovymi preparaty
ziskany v Sovétském svazu.

Na tseku kvasné a technické mikrobiologie byly vytvofeny piedpoklady pro Sirs
i hlubsi vyzkumnou préci, pfedeviim novym zorganisovanim pracovisté na katedfe
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kvasné chemie a technologie Vysoké &koly chemické v Praze, vybudovanim mikro-
biologické katedry p¥i chemické fakulté v Bratislavé i konedn& Vyzkumnymi dstavy
kvasného prumyslu, pivovarského a jinymi. Z otézek, které byly aZ dosud feleny,
to bylo predevdim kvasné zuzitkovani odpadnich vod, nékteré otdzky spojené
s acetono-butanolovym kvaSenim, pokusy o kontinudlni lihové kvaSeni a pod.
Cennym piinosem byly i nékteré zavodni laboratofe, tak zvla&té laboratof u zavodu
J. Fudika v Kaznéjové, ktera fesila otdzky vyuZitkovani odpadnich vod pti vyrobé
kyseliny citronové. Je zde vytvofena jisté dostateéna zakladna pro to, aby nale
kvasné vyroby se mohly opirat o vysledky védeckého vyzkumu.

V Brné bylo vytvofeno pracovi$té pro vyuziti mikrobiologie p¥i naftové prospekei,
které se zapracovalo do studia mikrobidi, jez se vyskytuji v padé ve spojeni
s existenci naftovych loZisek.

Kromé této Siroké zékladny mikrobiologického vyzkumu, spojeného svou proble-
matikou vice nebo méné s konkretnimi otdzkami, byla vak vytvofena i soustava
pracovist pro vjzkum zdkladni. Zasadou zde bylo, aby pracoviité takovému vyzkumu
uréend, prevzala TeSeni nejzavaznéjSich teoretickych otazek, av8ak nepoustéla pii
tom se zfetele nejdilezitéjsi otazky praxe. Proto od samého zadatku bylo tfeba, aby
se co nejtésnéji spojovala ve své prici se S8irokou soustavou pracovist, kterd souvisi
tésnéji s praxi, aby se nedostala do isolace, ale Fedila otdzky nejdileZit&jsi, nejza-
vaznéjsi tak, aby se mohla stat oporou celého vyzkumu spojeného bezprostfednd
s praxi. Proto prvnim tkolem této soustavy zakladniho vyzkumu bylo vypracovani
dobrych zédklad metodickych, které by pomohly nasi mikrobiologii i v tomto tiseku
dohnat to, v ¢em jsme se opozdili za védou zahraniéni. Z toho, co jsem nyni uvedl,
je nyni dostatetné jasno, Ze tento vyzkum byl veden od zaditku k tomu, aby se
netvotil néjaky umély predél vyzkumu zakladniho a aplikovaného, ale naopak, aby
se rozvijela a prohlubovala co nejtésnéjsi komplexni spoluprice. Vé&tSina tohoto
vyzkumu je soustfedéna pochopitelné na pracovistich Akademie. Vedle toho viak
nékteré zakladndjsi otdzky p¥ejimaji pracovisté na vysokych Zkolich; tak zvlasts
mikrobiologické katedra na biologické fakulté v Praze fesi n&které otdzky zaklad-
né&jsiho razu na dseku padni mikrobiologie (Seifert, Drobnik a j.) i na tseku mikro-
biologie kvasné (Starka). Na poli Akademie byla zorganisovana pevnd zakladna
pfedeviim vybudovéanim mikrobiologického oddéleni Biologického tstavu Cesko-
slovenské akademie véd. Zde byly vytvofeny tyto labotaroie: laboratof mikrobiologie
pidni (Macura), ktera studuje nékteré fysiologické otdzky vaza&h dusiku, zvlasts
azotobaktera, at jiz vzhledem k vyuZiti v praxi, at uZ v jeho vztahu k rostlindm
a jejich vyzivé. Déle laboratot antibiotickd, jeZ rozpracovavd metody pro nejtdel-
n&j8# a nejilinnéjdi hledani novych antibiotickych organismi z pidy tak, aby na
jedné strané bylo mozno i samostatné obohacovat soubor u nds vyrabénych anti-
biotik i aby byly odkryviny zakonitosti vzniku antibiotické schopnosti v ptirods
(Sevéik). Laboratof mikrobiologie technické, kters si dala za svij zékladni tkol
rozpracovavani progresivnich pritokovych metod, odkryvani jejich zakonitostf
zv14§té ve spojeni s vyuZivanim energetického zdroje (Malek, Ridica, Beran, Bur-
ger a j.). Zvlasté vyznamnym piinosem této laboratofe bylo teoretické i praktické
propracovani otdzek vyuziti amylolytickych enzymu plisfiovych pro vyrobu lihu
i otdzek premény Skrobu s tim spojené. S tkoly této skupiny souvisi prace sbirek
technickych mikroorganismi, kterd soustfeduje mikroorganismy ze skupiny bak-
terii, kvasinek, aktinomycet i plisni a p¥i tom Fe3i i nékteré otdzky vyzkumné, jako
je otazka biosyntesy C vitaminu (Férber), otazky ochrany dilezitych materiala proti
plisnim (Zanov4) a j.; laboratof obecné biologie a biochemie mikroorganismi, kters
se soustfeduje na otdzky mikrobni proteosyntesy, proteolytickych enzymi, sporu-
lace, déleni bakterii (Malek, Chaloupka).
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Pro otazky lékaiské mikrobiologie byly vytvoreny laboratofe dvé, jednak mensi
pro otazky proménlivosti, kterd se dosud zabyva prevainé mykobakteriem tuberku-
losy a jeho pfeménou v neacidoresistentni formy, jednak rozsahla laboratof imunolo-
gickd, kterd se zaméfenim fysiologické imunologie, navazujici na tradice meéni-
kovské, rozpracovava obecné otazky obrany organismu jako otazky tvorby proti-
latek, reaktivity organismu pii nékterych infekcich (na piiklad stafylokokovych),
v ontogenese, pii riznych rezimech vyzivy (Sterzl, Johanovsky, Trnka a j.). Velmi
zavaznym piinosem této skupiny bylo odkryti zvlastnich nukleoproteint, které
vznikaji v buiikdch mesenchymu p¥i imunisaci (Sterzl, Hrubesova) a které maji raz
prekursorti protilatek.

Daldim velkym pracovistém pro zékladni vyzkum je Virologicky tstav CSAV
v Bratislavé se svymi dvéma dosud tradiénimi otazkami, vyzkumem chiipky
(Blagkovi¢) a zanétt mozku; tento ustav byl organisatorem prvych komplexnich
vyzkumi ptirodnich ohnisek nakaz, v nichz jsme zaujali zdvazné misto hned po boku
védy sovétské. Ustav vytvotil plné predpoklady pro to, aby otdzky virologické
mohly byt FeSeny co nejkomplexnéji se viech pohledd a za pouziti viech nejmoder-
néjsich metodik. V posledni dobé zahajuje tistav praci i na otadzkach jinych neurotrop-
nich vird (obrny a j.).

Kone¥né pii zdkladnim vyzkumu mikrobiologickém je t¥eba se zminit o nékterych
pracich biochemické laboratofe Chemického wstavu Ceskoslovenské akademie véd,
kde byly piineseny zadvazné vysledky v otazkach vlivu nékterych antibiotik (chlor-
amfenikol) na metabolismus mikroorganismi, jez vrhaji nové svétlo na mechanismus
jejich déinku na mikroorganismy.

Z tohoto letmého ptehledu je jasno, Ze mikrobiologie mé dnes u nis vybudovanu
&lenitou soustavu vyzkumnych pracovist, kterd jsou schopna Fesit viechny nejdalezi-
t&j&i otazky, které od nas pozaduje nas Zivot, i mohou dohnat to, v ¢éem jsme zaostali
za védou zahraniéni. Tato pracoviité maji jiz vétSinou dostateéné podty védeckych
pracovniki, z nichZ jiz fada dosahla hodnosti kandidata véd, jsou vyzbrojeni novo-
dobou pracovni metodikou a mnozi maji jasné pokrokové zaméieni prace. Davaji
tak zidruku toho, Ze naSe mikrobiologie se muze dale rozvijet jesté Gspésnéji. Pro-
hlubuje se spojeni na&i mikrobiologie s mikrobiologii zahraniéni, sovétskou, lidovych
demokracii i v zemich zépadnich. Rada praci nasich mikrobiologt jiz mohla se cti
ukéazat droven nadi védy na mezindrodnich sjezdech. Presto zistavaji jesté mnohé
nedostatky. Tak pfedeviim nékteré velmi dulezité otazky, které uklada midurinské
zamé&feni nasi mikrobiologii i na% Zivot, jsou propracovavany nedostateéné: na prvém
misté je to studium fizené proménlivosti a selekce, at jiz u mikrobt dilezitych pro
lékaistvi, at pro kvasny primysl s cilem ziskat 4¢innéjsi kmeny pro pfipravu odko-
vacich latek nebo ve vyrobé. Déle neni dostateéné Siroko zabezpeéen dosud vyzkum
novych antibiotik. Studium imunochemické nevénuje pozornost otazkam antigent.
Je tteba jesté dislednéji rozvinout mikrobiologickou védeckou pomoc kvasnym
vyrobam. Daliim nedostatkem je, ze spoluprace jednotlivych pracovist na spole¢-
nych otazkich neni dasto dosti diislednd a up¥imna, takze se jesté velmi mnoho sil
ztraci nezadouci duplicitou. Nedostateénd je zabezpeden pievod laboratornich
vysledk@t do poloprovozu a vyroby: kromé vyzkumu antibiotického neni dosud
zafizeni pro étvrtprovozy a poloprovozy. A koneéné pies zna¢na zlepSeni se nedosta-
tetné vyuzivd metodik biochemickych a v samém zacéitku je pouzivdni isotopi
v mikrobiologickém vyzkumu. Av8ak naSe mikrobiologie ma dnes jiz v8echny pred-
poklady, aby odstranila i tyto své nedostatky a ve vsech tsecich dosihla nejlepsi
urovng, jaka odpovidé zdjmu a podpote, kterou dnes u nis ma. Bylo-li tikolem nasi
mikrobiologie v prvé nasi petiletce vybudovat uvedenou soustavu pracovist, musi byt
nynt jeji ctizadosti dospt ve viech nezbytnych tsecich price nejlepsi svétové urovné.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE

rotnik 1. (1956) — &. 1

Dlouhodob4 imunisace. 1.

Utlum tvorby protilatek p#i kazdodenni imunisaci

JAROSLAV STERZL
Ceskoslovenské akademie v&d, Biologicky ustav, mikrobiologické oddélen{, Praha

Reditel tstavu akademik Ivan Malek
Dodlo 12. 10. 1955

P¥i opakovaném kaZdodennim vpraveni antigenu dochazi nejprve k podstatnému
zvySeni tvorby protilitek; pokraduje-li vpravovéani antigenu, titr protilatek se sni-
#uje. Tvorbu protildtek nelze prokizat ptimo ani ve slezinné tkéni (Sterzl 1954).
Tento jev je velmi podobny ,,imunologickému dtlumu** Zdrodovského (1950, 1954),
,,imunologické neodpovédi“ (Dixon a Maurer 1955b) i Feltonové ,,imunologické
paralyse* (1942, 1949). To piedeviim v tom, Ze na dalsi vpraveni antigenu orga-
nismus nereaguje tvorbou protilatek.

Je samoziejmé, Ze stav organismu, v kterém nereaguje na dalsf antigenni podnét,
nebude bezvyznamny pro skutednou obranyschopnost organismu. Proto hlavni
zamér nasi prace o dlouhodobé imunisaci je zjistit, zda postupné snizovani tvorby
protildtek znamend skutedny utlum, t. j. sniZeni obrannych schopnosti organismu,
nebo zda v prib&hu opakovaného vpraveni antigenu dochézi k adaptaci, mensim
reakeim na cizorodé antigenni podnéty, provazenou dobrou obranyschopnosti vudéi
aktivni infekei.

Postaveni takové otazky jiZ samo vyZaduje pozorné sledovat zmény ve snadno
zjistitelnych projevech imunity, jako je tvorba protilatek, reakce teplotni a leuko-
cytarni, sloZeni peritonedlnfho exsudatu, dynamika infekce, intensita vyluéovéni.

V tomto sdéleni sledujeme zmény titru protilatek po kaZdodenni imunisaci.
I p¥i této problematice vyvstdvd nékolik samostatnych otazek: jak rychle po
vpravovani antigenu dochdzi k utlumu u riznych druha zvitat, jak zavisi vznik
dtlumu na mnozstvi vpravovaného antigenu a na zptsobu (misté) jeho vpravovani,
zda sniZovani aglutinujicich protilitek neni spojeno s ristem titru protilitek
inkompletnich, a zda je moZno vysvétlit nastupujici itlum po dlouhodobé kaZdo-
dennf imunisaci — podobné jako imunologickou paralysu — piebytkem a pfetrvavanim
vpraveného antigenu v tkanich (Stark 1954, 1955, Dixon, Maurer a Weigle 1955).

Materidl a metody

Imunisovali jsme dlouhodobé 4 skupiny krys, 4 skupiny krélika a jednu skupinu moréat.

T¥i skupiny krys (30—30—10 zvifat) jsme imunisovali kazdy den intraperitonedlnim vpichem 1 mi
bakterijni suspense Salmonella paratyphi B, inaktivované teplem 1 hod. pti 70°C, v 1 ml 5 ., 10? mikrobu.
Jednu skupinu krys (156) jsme imunisovali kazdy den 1 ml (2 . 10° mikrobi) subkutdnnd na hibets.

Imunisovali jsme ka?dodenns intravenosns dvs skupiny kralika (5—3) davkou 1 ml (5 . 107 mikrobd).
Druhou skupinu (kréliky &. 708, 707, 708) jsme imunisovali po péti mésicich déle katdodennd davkou
2 . 10° mikrobi. Tieti a ¢tvrtou skupinu (12 a 10 zvifat) jsme imunisovali ihned dévkou 2. 10°. Z prvé
skupiny uhynuli v prvych dnech po imunisaci étyfi, z druhé skupiny t¥i krélici.
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Pro orientaéni srovnéni jsme sledovali titr protilatek u moréat, kazdodennsd imunisovanych intra-
peritonealni ddvkou 5 . 107 mikrobt.

Titr aglutinaénich protildtek jsme zjistovali pii uloZeni do chladnice na 2 aZ 4°C; hodnotili jsme jei
Po 2, 4 a 6 dnech. Titr inkompletnich protilatek jsme stanovili blokujicim testem a antiglobulinovym
testem. Blokujici test jsme pfipravili smisenim 0,5 ml natedéného zkouSeného sera s 0,5 ml aglutinad-
niho sera proti S. paratyphi B pfidaného v meznim fedéni (na pifiklad titr aglut. sera 1:500 —
v pokuse bylo v koneéném roziedénil : 300). Pfidali jsme 1 ml aglutinadni suspense a ulozili pti 2—4°C.
Od¢itali jsme jako u normaéln{ aglutinace.

Antiglobulinovy Coombsuv test jsme dé&lali u negativnich fedéni po zhodnoceni normalnich aglutinaci.
Vétsinu antiglobulinovych testi jsme piipravili tak, %e jsme serum (0,5 ml) smichali s bakterijnim
(0,5 ml) antigenem a po uloZeni 2 hodiny pfi 37 °C odstfedili (4000 obr. min. — 20 min.), serum oddslili
a antigen t¥ikrat promyli fysiologickym roztokem. Antigen jsme naposledy roziedili v 0,2 ml fysiolo-
gického roztoku a k nému ptfidali 0,2 ml nated&ného antiglobulinového sera. Serum proti krali¢imu
globulinu jsme pfipravili intraperitonealn$ imunisaci kietki, proti krysimu globulinu intravenosni
imunisaci kralika. Titr antiglobulinovych ser jsme zjistovali hemaglutinaci, precipitaci; koneéné rozie-
dénf antiglobulinového sera (v jakém fedéni pfidédvéno k promyté aglutinaéni suspensi) je v jednotlivych
tabulkéch. Ke ka%dé zkousce jsme ptidali kontroly, které ovefovaly spolehlivost reakce (zda nenastava
spontéanni aglutinace béhem promyvéani a centrifugace).

Vysledky

Sledovanim titru u 3 skupin krys imunisovanych intraperitonedlng jsme zjistili
(obr. 1), Ze p¥i opakovaném vpravovani imunisaéni suspense i u téchto zviiat klesa
titr protilatek. Avsak i po dlouhodobém

odavani antigenu se udrzuje stile na hla-
1024 4 i e g ] ¢

512120000 j ding 1:8,1:16az1:32. U posledni sku-
256420000000000 piny intraperitonealné imunisovanych krys
26420 i se po péti meésicich kazdodenni imunisace
6449 18 snizil titr v praméru 1 : 32. Inkompletni
3240 13 protilatky stanovené v negativnich aglu-
16 - 1882, tinacich s antiglobulinovym  serem
4 i fedénym 1 :20 recipitaéni hodnota

8 Y precipitacnl

4 Jo 1 : 10 000) byly zcela negativni.
1.2 Jo Krysy imunisované subkutanné i pifi
vpravovani velkych davek (2. 10%) téméi

P = p y

v prubéhu celého roku kazdodenné ne-
Obr. 1. Titry protilatek u skupiny krys imuni- ukazu]i Vyznaéné]éi POkleS titru PrOtllé't‘ek
sovanych kazdodenns intraperitoneslni déskou (obr. 2). RovnéZ jsme nemohli prokazat
1 ml(5 . 10” mikrobi). Potatek imunisace 7. 12.  ani protilatky inkompletni pit takto
A) Aglutinaénititr po 10dnechimunisace (17.12.). dlouhodobé subkutanni imunisaci ve ZV}”—
B) Titr protilatek po 3 mésicich po podatku imu-  gengm titru vidi protildtkdm kompletnim
nisace.
(tab. 1).

128
64
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Obr. 2. Titry protilatek skupiny krys, imunisovanych kazdodennd subkuténni davkou 1 ml (2. 10° mi-
krobt). SniZen{ poétu zvitat v priabshu imunisace je v dusledku sledovani dynamiky infekce v raznych
fazich imunisace.
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Intraperitonedlni imunisace mordat ddvkou 5 . 107 mikrobt méla stejnou dyna-
miku jako u skupiny krys: nejvysii hladiny protildtek jsme dosdhli po 1 mésici
(1 : 256—512), poté se protilaitky postupné snizuji, titr dosahuje priméru 1 : 32
a dlouho beze zmény pietrvava.

! i }
16384 AL
8192 4 A
40961 ; \
2048 X\ J\ / .
1024 4 N\ \ — = -, 7 \ /4 \

5124 LA\ N /,/,’ NNV A

256 WY - & W -
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64+ Il \\
3324 4
16 -
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10.1 102. 103, 104 105, 10.6. 107. 108 10.10

Obr. 3. Titry protilatek u kréliku &, 706, 707, 708, kazdodennd imunisovanych intravenosns od 3. I.
1 ml antigenu (5 . 107 mikrobd). Od 16. 5. zvétéeno mnozstvi kazdodenni davky 40krét v 1 ml (2.10°

mikrobt).

Tab. 1. Antiglobulinovy test u krys kazdodenné subkuté4nng imunisovanych 1 ml antigenu

(2 . 10° mikrobi), odbér 16. 2.

Aglutinaéni . Antiglobulinov é .
Krysa titr Provedeni testu serum a fedent Vysledky
CH 1:128 po odeéten{ aglutinace ‘ kréli¢{ serum proti 1:512
. antiglobulinovy test | krys. glob. precipitace .
PZN 1:128 udélan v negativnich | 1 :10.000 negativni
i PPN 1:128 fedénich ! ¥edéno 1 : 20 1:256
| i

Utlum tvorby protildtek u kra-
lik® po kazdodennim vpravovani
davky 5.107 mikrobi intrave-
nosné nastupuje v pribéhu dru-
hého mésice (obr. 3). KdyZ jsme
nyni v dob& poklesu titru pro-
tilaitek zvysili mnoZstvi injiko-
vaného antigenu 40krit (na 2.
. 10° mikrobu v ml), ukazalo se, Ze
na tento podnét reaguji vSechna
zvifata opét podstatnym zvyle-
nim tvorby protilatek. Teprve
po kaZdodenni imunisaci touto

Obr. 4. Titry protilatek kralika ¢&. 64, 54,
79, 811, 280, 58, kazdodennsd intravenosng
0d 2.12.0¢kovanych 1ml, (2. 10°mikrobti).
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zvétsenou davkou
protilatek.
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Obr. 5. Skupina kralika &. 640, 680, 610, 635, 605, 606,
834, imunisovanych kaZdodenns 1 ml antigenu (2. 107
mikrobd) od 27. 5.

A Aglutinaéni hodnoty 27. 6.

B Titr protilétek 11. 7.

C Titr protilatek 17. 8.

U dalsich skupin kralikd jsme
plistoupili ihned k intravenosni-
mu injikovani davky 2. 10° mi-
krobt. I zde po fazi vyznamného
zvySeni tvorby protilatek v pri-
béhu prvého mésice dochazi
k rychlému snizovani titru aglu-
tinujicich protilatek (obr. 4, 5),
aniz se méni hladina inkomplet-
nich protilatek (tab. 2, 3); sledo-
vano antiglobulinovym a bloku-
jicim testem. U posledni skupiny
kralikd, kde se vyznamng snizil
titr protilatek po kazdodenni imu-
nisaci, jsme v dobé& nejvétsiho
sniZzeni vpravili davku 2 ml Zivé
bakterijni suspense (4 .10° mi-
krobu) intrakardidlng. Tato davka,
kterd svoji intensitou mnohona-
sobné prekonavd  kazdodenni
imunisaéni podnét, vede k nové
tvorbé protilitek (obr. 6). Zvy-
Seni hladiny protilatek neni zpu-
sobeno jejich nespecifickym vy-
plavenim, protoZze po 24 hodinich
se titr protilitek nezvysil.

Tab. 2. Antiglobulinovy test u kralikt kazdodennd imunisovanych intravenosné od 2. 12. 1 ml (2 . 10

mikrobu)

Kralik Odbér
¢islo krve
58 23. 2,
79 23. 2.
54 23. 2,
64 23. 2.
280 23. 2.
58 7. 4.
79 7.4,
54 7. 4.
64 7. 4.
280 7. 4.
811 7. 4.

i
|
{

N
Aglutinadni

[

P e bt et

titr

: 256
: 256
: 512
: 2,048

: 64

Provedeni testu

po smichéni sera

a antigenu, inkubace

2 hod. 37°C,
promyvani a centri-
fugace

Antiglobulinové ‘ .
seru?n a Fedéni Vysledky
[
| 1:256
i 1:4.096 |
k promytémuantigenu| 1 : 256 !
(0,2 ml) piidéno 0,2 ml [ 1:2.048
sera ktetkd fedéného | 1:128
1: 10 (hemagluti- i
naéni titr proti } -
krali¢im krvinkam 1:512
1:1.280, %
precipitace bo1:512
| 1:1.000). i 1:32 j
1:256
1:128

Blokujici test u tychz kralika pii odbdru 28. 1., 23. 2., 7. 4. Pfidano krali¢i serum proti S. para-
typhi B, titr 1 : 256, tak, Ze v testu bylo v koneéném roziedéni 1 : 100. U z4dné z provedenych zkougek
nebyla zjidténa zébrana aglutinace.
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Tab. 3. Antiglobulinovy test u kréliku katdodennd imunisovanych intravenosn® ddvkou 1 ml antigenu
(2. 10* mikrobu) od 27. 5.

|
Kralik Odbér Aglut. Antiglobul. ,
' ¢islo krve tgitr Provedent testu \ serumga fed&ni Vysledky
|
' 606 217. 6. 1:4.098 2 hod. inkubace 37 °C, | Stejné jako vtab. 2 1:1.024
i 834 27. 6. 1:4.096 promyti 24 hod. piidano v fedéni 1: 10 1:1.,024
| 635 217. 6. 1:8.192 v thermostatu 1:1.024
i 610 27. 6. 1:1.024 1 1:512

Neuvadime vysledky antiglobulinového testu z odb&ru 7. 8., protoZe aglutinovala vSechna Fedéni,
i kontroly. Blokujici test provedeny pii odbéru 27. 6. a 7. 8. nemél v Z4dném Fed&éni zabranu aglutinace.

1.2 M T T LAAA Ty T Ty
25.5. 276. 1nz 178 29 °

Obr. 6. Casovy prubsh Gtlumu u skupiny krélikt, kazdodennd imunisovanych od 27, 5. do 17. 8. 1 ml
(2. 10° mikrob). 18. 8. vpravena infekéni ddvka 2 ml %ivé suspense (4 .10° mikrobu) intraarteri4lns.
Titry protiladtek stanoveny po 14 dnech.

Diskuse

Ze viech vysledkt jednoznaéné vyplyva, Ze opakované dlouhodobé vpravovani
antigenu vede pYes fazi zvysené tvorby protilatek k postupnému sniZovani a u nékte-
rych skupin k ttlumu jejich tvorby.

Srovname-li rychlost a intensitu vzniku dtlumu mezi jednotlivymi druhy zvifat,
potom u kralikd nastupuje rychleji nez u krys a moréat. Predpokladdme, Ze vznik
ttlumu je zavisly na citlivosti zvifete vadi antigenu, tedy i na rychlosti a intensité
tvorby protilatek. VEechny tyto tii faktory jsou u kralikdi nepomérné véts$i ne%
u krys a moréat, které reaguji na podavany antigen pomalu (prvé protilatky se
v seru objevuji za 5 az 8 dni), hladina protiladtek dosaZena u téchto zvitat je nizka
(nejvétsi titry 1 : 512). S tim je spojen i pomalej8i vznik Gtlumu (vzhledem k vize)
na mnohem vétsi davky antigenu nez u kralika.

Kladli jsme si otdzku, jaky vyznam mé zpisob (misto) vpraveni antigenu pii
ka¥dodennf imunisaci pro vytvofeni dtlumu tvorby protilatek. P¥i subkutdnni
imunisaci nenastdval Gtlum tak rychle a #¢inné, jako pfi imunisaci peritonealni
a intravenosni (obr. 2). Rychly vznik dtlumu p#i intravenosni imunisaci je popsan
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i vpraci Rihové (1955), ktery se podobng jako Doroskevidova (1954) snazi vyhnout
vzniku dtlumu tvorby protilitek imunisaci subkutanni. Podstatu rozdilného vzniku
utlumu pii razném vpraveni antigenu posuzujeme i zde jako vysledek nestejné reakce
organismu na vpraveni antigenu riznym zpusobem. P¥i subkutanni imunisaci je
tvorba protilitek podstatné sniZena proti imunisaci intravenosni (De Gaetani,
Terranova a De Gregorio 1955). I zde se jevi tedy v pfimé zavislosti intensita podnétu
k tvorbé protilatek s jejim nasledujicim tGtlumem.

Neprokézali jsme, Ze snizené titry aglutinujicich protilatek by provazelo zvyseni
protilatek inkompletnich. To ani v tom ptipadé, kdyz jsme dlouhodobé imunisovali -
subkutdnng, coz se poklad4d za zvladt vhodny zplsob vytvafeni inkompletnich
protilatek (Treffers a spol. 1947, Schmidt 1954). Uzavirame proto, Ze nelze jednoduse
usuzovat z diive popsanych zprav inkompletnich protilatek jako protildtek hyper-
imunnich (Diamond 1947) na jejich nutné objeveni se p¥i kazdodenni dlouhodobé
imunisaci. Zv1a8tni pozornost si zaslouzi prukaz inkompletnich protilatek Coombso-
vou metodou. Stava se ojedinéle, 7e pfi pouziti bakterijnich antigenti béhem centrifu-
ga¢niho procesu a promyvani dojde ke spontani aglutinaci. Potom je pfesnost
odedteni bud pochybni anebo nemozna. Uvédomili jsme si, jak mnohostranné je
nebezpedi odecitani Coombsova testu s bakterijnim antigenem: nékteré aglutinace
s pridanym antiglobulinovym serem nedosahuji hodnoty puvodnich aglutinact
a nékteré je naopak mnohondsobné prevysuji (tab. 1, 2, 3). Zde muze jit na jedné
strané o znamy brzdici vliv pfidaného sera (prehled viz Hummel 1955), na druhé
strané o moZnost spontidnni aglutinace. Vidime proto, ovéii-li se zjisténi (Foz
a Garriga 1954), Ze je piimy vztah mezi titrem protilatek inkompletnich a vazbou
komplementu, jako vhodné sledovat inkompletni protilatky ve vztahu k aglutinaci
reakei vazby komplementu. Piivodni Coombsiiv test s bakterijnim antigenem bude
snad mozno zptesnit i kombinaci s koloidnim konglutina¢nim testem, piiddvinim
antiglobulinového sera k bakterijni suspensi stabilisované dextranem, Zelatinou atd.
(Hummel 1955). Tuto otdzku sledujeme v dalsich pokusech.

Je pochopitelné, ze nezjisténi inkompletnich protilatek nevyluéuje jiné zmény
v charakteristice sera dlouho imunisovanych zvitat. Naopak z praci, v kterych byla
sledovana molekulova vaha a elektroforetickd pohyblivost, se ukazuji vyrazné
zmény po opakované imunisaci (literatura Kabat 1953); v posledni dobé bylo mozno
zjistit zmény protilatek i chromatograficky (Porter a Humphrey 1955). Je pocho-
pitelné, ze chceme-li zodpovédét, jaky je stav imunity pii dlouhodobém vpravovani
antigenu, je tfeba sledovat ochranny udinek ser kaZdodenné imunisovanych zvifat.
Vysledky sdélime v dalsi praci.

V prvém obdobi kazdodenni imunisace jsme dosahli u zvifat vysokych titra,
které nelze srovnat s jednorazovou imunisaci. Zdrodovskij (1953) predpoklada, ze
jde o jev sumace ve smylu nervové reflexnich podrazdéni. Posuzujeme zvySeni
titru protildtek jako sumaci, nikoli v8ak podrazdéni, ale pfedevsim kvanta vpravo-
vaného antigenu. K tomuto zavéru nds opraviiuji pozorovani s mikrointervalovou
imunisaci (Sterzl a Kralik 1956) i vysledky Holubovy (1956), ktery nenalezl rozdily
v tvorb& protilatek p¥i jednorazovém vpraveni nebo kdyZ rozdélil stejnou antigenni
ddvku do 14 kazdodennich imunisaci. Naopak Carlinfanti (1951) zjistil, Ze rozdéleni
stejného mnozstvi antigenu (toxinu) na nékolik injekei vpravenych v pribéhu
10 aZ 21 dni zvySuje tvorbu protilatek.

Pokratovani kazdodenni imunisace vedlo k postupnému sniZovani protilatek
v seru (nikoliv jednorazovému, ale pies viny opétného zvySeni titru), az konetné
nedochazelo k odpovédi na kazdodenné vpravovany antigen. Je tfeba srovnat
tento jev imunologického dtlumu se stavy jiz popsanymi, kdy nové podrazdéni
antigenem nevede k tvorbé protilatek.

12

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500001-4



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500001-4

Ve svych pokusech srovnavé Zdrodovskij (1950, 1954) stav imunologického dtlumu s neurofysiolo-
gickymi stavy podraZdéni a Gtlumu, aviak bliZe nezjistuje, zda jde o itlum nervovych mechanismii nebo
funkze buné¢k mesenchymaélni tkang tvofici protilatky.

Felton (1949) vysvétloval ,,imunologickou paralysu‘‘ jako pevnou vazbu antigenu na buiiky; Morgan
(1953) viak uk4zal, %e nejde o zménu retikuloendothelu ve smyslu nespecifické blokédy, protoze paralysa
je typové specifické. To prokazuji i posledni prace Feltona, Kauffmana a j. (1955). Imunologickou para-
lysu vysvétlujf dnes souhlasné Stark (1955), Dixon, Maurer a Weigle (1955) jako dlouhodobé pietrvavéni
nemetabolisovatelného pneumokokového polysacharidu v organismu (Kaplan a Coons 1950). Tento
antigen pretrvévajici v tkanich strhuje vytvofené protilatky do vazby, protilatky jsourychle metaboli-
sovéany a vyludovéany z organismu. Je nutno tedy pohliZet na ,,imunologickou paralysu‘, které vznikéd
vpravenim velkého mnoZstvi pneumokokového polysacharidu, jako na specificky jev, ktery by nebyl
mo#ny v pHpads, byl-li by vpravovéin snadno metabolisovatelny antigen.

Presto viak bylo moZno potlatit tvorbu protiladtek opakovanym vpravenim i velkych dévek hetero-
logniho serového proteinu, jehoZ doba pfetrvavani v organismu je normélné kratkd (Dixon a Maurer
1955a). Je krajnd vyznamné, %e se témto autorim (Dixon a Maurer 19555) podatilo vyvolat dlouhodoby
atlum nikoli jen tehdy, kdy% imunisovali velkymi d4vkami mladata, ale i u dosp&lych zvitat, kdy? jim
vpravili antigen po ozéteni X paprsky. Tim se ukazuje souvislost se studiem vzniku ,,sbliZeni* (Hadek
1953, 1955), ,,aktivni tolerance** (Brent, Billingham a Medawar 1953), pozorované jak vadi blizkym anti-
genim krvinkovym, tak vaéi bakteriim (Buxton 1954), virum (Simonsen 1955), i serovému albuminu
(Dixon a Maurer 1955, Cinader 1953), byl-li antigen vpraven mladatim v obdobi, kdy jedté pfirozend
netvofli protilatky. Zavér pokus Dixonovych a Maurerovych je ten, Ze vyvolané ,,imunologické neod-
povéd‘ neni vysledkem neutralisace protilatek, jakmile jsou vytvéafeny, tak jako je tomu v pipad®
imunologické paralysy vyvolané pneukokovym polysacharidem. Ke stejnému zévéru dosel Johnson
a spolupracovnici (1955), kteti po vpraveni velkych dévek albuminu rovné% neusuzuji na vyvézani
vytvéiejicich se protilatek, ale na piimou zdbranu tvorby protilétek obsazenim viech funkénich mist
antigenem.

Srovnejme s témito pracemi své vysledky, vytvofeni utlumu tvorby protilatek
u dospélych zvifat po dlouhodobém vpravovani antigenu. Ani v naSem piipadé
nelze ptedpoklddat nespecifickou blokddu mesenchymu pod vlivem velkych davek
nebo ,,vylerpani‘‘ schopnosti tvorby protilatek. Vpraveni nespecifického antigenu
v dobé imunologického utlumu vede k normalni tvorbé protilatek proti tomuto
druhové odlisnému antigenu. Jaky mé vyznam mnoZstvi specifického antigenu
uloZeného po dlouhodobé imunisaci v tkani, dokazuji vyrazné nase pokusy: v dobé
jiz sniZené tvorby protilatek se zvysilo mnozstvi antigenu 40krat. Tato davka byla
znovu podnétem k dalsi tvorbé protildtek (obr.3). V dalsim pokuse, pfi uplném
utlumu, zvySenim davky tak, Ze jsme vpravili velkou davku aktivni infekce (obr. 6),
se znovu timto podnétem vyvolala novotvorba protilatek. Z téchto pokusu je jasné
patrno, Ze zvySeni mno#stvi antigenu vpravovaného do organismu nema za nasledek
zvyfené vyvazani volnych protilatek ze sera, jejich dalsi sniZeni, ale naopak vede
k nové reakei organismu.

Vyvozujeme proto z téchto pokusi, Ze opakovanym podrazdénim uréité intensity
(dané mnoZstvim vpraveného antigenu), lze dosdhnout pfizptisobeni, jehoZ vysled-
kem je sniZeni reakce na tuto intensitu podnétu. ZvySime-li podnét (zvétsenim
mnozstvi vpravovaného antigenu), dochazi k opétné tvorbé protilatek. MuZeme
usuzovat, ze jde o skutednou tvorbu a nikoliv vyplaveni vytvofenych protilatek
nespecifickou anamnestickou reakei, protoze pfi té stoupad mnoZstvi protilatek jiz
v pritb&hu prvych hodin. Sera odebrand 24 hodin po vpraveni infekéni davky viak
neméla zvySené titry protildtek; jejich mnozstvi se naopak zvétiuje v prabéhu 14 dni
po injekei antigenu.

Velmi podobného vysledku, vyvolani tvorby protildtek po mimofadném zvySeni
mnozstvi injikovaného antigenu, jsme dosahli u krali¢ich mladat. Krali¢i mladata
pii intraperitonedlnim vpraveni imunisaéni davky 1 ml (5. 107 mikrobi, dostateéné
pro dospéla zvifata) nereaguji tvorbou protilatek. Teprve zvySenim imunisadn{
davky vice nez 10 000krat (pfepodteno i na vahu) lze dosdhnout tvorby protildtek
iu mlddat (Sterzl a Trnka 1956).

Posuzujeme jev, utlum tvorby protilatek p#i kaZdodennim dlouhodobém vpravo-
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vani antigenu dospélym zvifatim, jako vysledek adaptaéni schopnosti organismu
k opakovanym podrazdénim. Je samoziejmé, Ze nemiZeme z tvorby protilitek
usuzovat, ktery dlanek slozitych vztaht tkanového metabolismu a jeho Fidicich
vlivii je pro popsanou adaptaci hlavni. K této otdzce budeme moci prispét sledovanim
dalgich fysiologickych reakei v pribéhu dlouhodobého vpravovani antigenu, reakece
leukocytarni a teplotové, jak je pfedmétem daliiho sdéleni.

Souwhrn

Kazdodenni vpravovani imunisa¢nich davek vede u laboratornich zvitat (kraliki,
krys a moréat) po fazi zvy3ené tvorby protilatek k postupnému utlumu jejich
tvorby. Nezjistili jsme soutasné zvySeni titru inkompletnich protilatek. Vytvoieny
imunisa¢ni Gtlum muZeme piekonat vpravenim vétsi antigenni davky.

Rychlost utlumu tvorby protilatek je zavisld na druhu experimentalniho zvifete
a mistu injekce antigenu.

Uzavirame, Ze podstatou Gtlumu je vytvofeni adaptace v prab&hu imunisace vidéi
urdité intensité antigenniho podrazdéni.

Za technickou spolupréci dékujeme L. Triskové a D. Zaloudkové.
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JdaurensHas MMMyHW3aMA

I. Topmoenne 06pasoBaHNA AHTUTEN NPH esKefHEBHOM MMM YHU3AUMK
A. HImepyav
PeswowMme

EnenesHoe BoefleHre MMMYHHBUDYIOLMX [i03 AHTUTEHA BHBHBACT Y JaG0PATOPHEIX KUBOTHEIX
(KPOJIMKOB, KDHIC, MOPCKMX CBUHOK) CHadaia (asy MOBHILEHHOTO 0GpasoBaHUA aHTUTEI, A TOCIE
Hee — MOCTeNleHHOe yrHeTeHue uX oOpasoBamusA, B To e BpeMA MH He HaOMIOTAJIN NOBHIIEHUA
TUTPA HeMOJHHX aHTUTeX. C COBNAIINMCA IPM MMMYHNSALMM TOPMOKEHUEM MOMKHEO GOPOTBHCH,
BBOJIA GoJlee BHAUNTENIbHLE 03K AHTUTeHA.

fpstenne TopmoeHUA 06Pa30BARMA AHTHTE PACUEBUBACTCH HAMH ¢ TOYKY 3peHNA BHAa Aabopa-
TOPHOTO }HUBOTHOTO ¥ MeCTa BIPHICKMBAHMA QHTHUIeHA.

B sakmouenne MEL yTBepHIaeM, UTo B 0CHOBE TOPMOMEHUSA JeIKUT COBNAIOMIARCH B X0fle UMMYHH-
33LMM AfanTalMA 10 OTHOUICHWIO K ONpe/lefieHHON CTeleHM MHTeHCHBHOCTH AHTUTeHHOTO pas-
ApaskeHus,

Long-term Immunisation I.

The Inhibition of Antibody Formation in Daily Immunisation
J. Sterzl

Summary

The daily administration of immunisation doses in laboratory animals (rabbits, rats and guinea-pigs)
leads, after a phase of increased formation of antibodies, to gradual depression of their formation.
A simultaneous increase in the titre of incomplete antibodies was not found. The immunisational
depression can be overcome by the administration of a larger dose of the antigen.

The depression of antibody formation is evaluated with reference to the species of experimental
animal and the site of injection of the antigen.

It is concluded that the basis of depression is the development of adaptation, in the course of immun.-
isation, to a certain intensity of antigenic excitation.
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Stav nevnimavosti v pribéhu experimentalni stafylokokové infekce. I.

JIRI JOHANOVSKY
Ceskoslovensks akademie vid, Biologicky astav, mikrobiologické oddéleni, Praha

Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Doslo 10. 10. 1955

Otédzka raznych forem a moZnosti obrany a odolnosti organismu vaéi infekei je
stale oteviend, ukazuje se vSak stdle jasnéji, Ze obranyschopnost organismu nelze
redukovat na klasické mechanismy antitoxické a fagocytarni. Zajimavym tsekem
tohoto komplexniho problému jsou zmény odolnosti k infekei, nastupujici ve velmi
kratké dobé po ruznych zasazich do organismu, jako je vst¥iknuti bilkovinnych latek,
vakein nebo vystaveni mikrobni infekei. Zatim nelze bezpen& uéinit zavéry o jejich
skuteénych mechanismech, i kdyZ vétsina autortt pfedpoklada, Ze jde o zvyseni
nespecifickych obrannych prostiedkt organismu, ptedevsim aktivity mesenchymalni
tkane (Phillipson 1937, Bordet 1939). Podrobné&ji promluvime o téchto otézkach
v diskusni &asti tohoto i daldiho sdéleni.

V soubrnu téchto otizek ma zvlastni misto zjev t. zv. depresivni imunity (Mor-
genroth a j. 1920, 1921, Krylov 1947 a j.), t. j. odolnosti nastupujici po stiiknuti
malé davky infekce. Tento zjev nas zajimal proto, Ze jsme v drivéjsi praci vidéli
v pribéhu mikrobnich intoxikaci rychlé a specifické zmény vnimavostik danému
toxinu, nevysvétlitelné vznikem antitoxickych mechanismi (Johanovsky 1956).
Proto jsme piistoupili k pokusu o rozbor zvySené odolnosti, nastupujici u kralik
kratce po intravenosnim vstfiknuti stafylokokové infekce.

Materidl a metody

Princip provedeni viech pokusii byl v podstaté stejny: infikovali jsme intravenosnd pokusné zvirata
piiblizné 1/;, DLM stafylokokové kultury a za 20 hod. jsme pokusnym i kontrolnim kralikim vstiikli
intravenosné smrtelnou infekéni davku., U viech zvifat jsme sledovali hladinu leukocyt a pocet mi-
krobu v krvi; ve v&tsing pokusti jsme nechali zvitata dozit a sledovali podet a dobu tmrti, v é4sti pokusit
jsme zvifata v riznou dobu usmrcovali a uréovali podet mikrobt v organech. Prvou infekei nazyvame
v dal3im textu ptipravnou nebo predbéinou, pro druhou infekei za 20 hod. poutivame vyrazu vlastni
infekce nebo reinfekce.

K pokustim jsme pouzili riiznych kmentt stafylokoki. Ve vétsing pokusu jsme pracovali s kmenem
Wood, poskytnutym Vyzkumnym ustavem imunologickym, a to ve dvou kulturéch. Jednak s kmenem
opétované pii fads pokusti pasaZovanych v naii laboratofi na zvitfatech (Wood A), jednak s kmenem
udrzovanym na b&znych kultivaénich padach (Wood B). Wood B pfedstavoval avirulentn{ variantu,
kters usmrcovala krélika jen v davkach vyssich ne# 2 miliardy mikrobu, zatim co akutnd letélni davka
kmene Wood A byla pfiblizng 100 miliont mikroba na kg véhy. Ob® kultury tvotily toxin v titru koli-
sajicim mezi 1 : 2 560 aZ 1 : 10 240. Rozdily jejich vlastnosti, jako tvorbu hyaluronidasy, leukocidinu
atd. jsme bliZe neanalysovali.

V &asti pokusti jsme pouZili n&kolika kmenti derstvé isolovanych z razného pathologického materialu,
vesmgs tvoticich koag 114su a toxin v titru 1 : 1280 a% 1 : 5 120. V jednom pokuse jsme uzili b&zného
laboratorniho kmene Escherichia cols.

Pracovali jsme vétdinou s kréliky o pfiblizné véze 2,5 kg, v &4sti pokust s mladymi kraliky o véze
1 a% 1,5 kg, pochézejicimi z tého% vrhu, Jeden doplitkovy pokus jsme provedli na moréatech vihy
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ptiblizng 350 g. Zvifata jsme infikovali suspensi stafylokoku kultivovanych 4 a% 6 hodin na krevnim
agaru, smytych a standardisovanych densimetricky na fotokolorimetru Lumetron pfi fialovém filtru.

Mno#stvi mikrobu v jednotlivych pokusech jsme vzhledem k moZnosti koliséni virulence uréovali
vidy podle priibd#né provadéného stanoveni smrtelné davky. Pipravnou infekei jsme dévali zpravidla
v mno%stvi 1/, smrtelné davky stafylokokiu vidy 20 aZ 24 hodin pted vlastn{ infekef.

Potet mikrobu v krvi infikovangch zvitat jsme zjistovali takto: 1 ml odebrané krve jsme smisili
s 2 ml sterilni destilované vody, z toho naotkovali 3kréte po 1, ml na krevni agary a z poétu vyrostlych
kolonii vyéfslili obsah mikrobu v 1 ml krve.

Polet mikroba v orgénech jsme zjisfovali kvantitativnd tak, e jsme ihned po usmrcen{ zvifete
odebrali sterilng 4st orgénu a dali ji zmrazit. Po rozmrafeni jsme odd&lili malou &4st orgénu, odvaZili
ji steriln® na torsnich vaikéch, rozetfeli v tfeci misce a misili ji v 5 ml fysiologického roztoku. Z této
suspense jsme p¥ipravili ngkolik fedéni (1 : 5, 1 : 25 atd.) a stanovili poéet mikrob, jak uvedeno vyZe.
Vysledky jsou uvedeny po prepodtu na 1 mg vahy orgénu. Pi#i opakovaném zpracovéni téhoZ vzorku
kolisaly vysledky ptibliznd o 10 %. '

Ke kultivaci jsme poutili krevniho agaru v modifikaci podle O’Meara a Mc Sweena (1936). Pro lep&i
moznost uréeni hemolysy jsme pou%ivali bud kraligich nebo propranych ovéich krvinek. Pro kazdy pokus
bylo ufito pud vidy z jedné varky a Serstvd pfipravenych. V pokuse s E. coli jsme kultivovali mikroba
na Endové puds.

Potet leukoeytt v krvi a diferencidlni bily obraz jsme uréovali bé#nym zpiusobem.

Ve vétsind pokusii jsme zjistovali teplotu rektdlnim méfenim teplomérem ndkolikrat za den;
vysledky byly kolisavé a proto je nehodnotime a neuvadime. Spi%e se ndm osvéddil pokles rektalni
teploty o 1—2° jako spolehlivé pfedpovéd smrti daného zvifete bdhem nékolika nésledujicich hodin.

Vysledky

Intravenosni infekce subletalni
dévkou (piiblizné */;,, DLM) sta-
fylokokové kultury Wood A méni
vyrazné reaktivitu pokusnych zvitat
vidi smrtelné davee infekce vstifk-
nuté o 24 hodin pozdéji. Pokusna
zvitata ptezivaji podstatné delsi do-
bu, piipadné i trvale, zatim co kon-
troly hynou vétSinou ptiblizné za
dobu 24 hodin (tabulka 1). P tom
podet mikroba a leukocyt v krvi je
u obou skupin zvifat v podstaté stejny
(obr. 1, 2). T v orgdnech se naléza
v dobé usmreeni jak u pokusnych, tak
i kontrolnich zvifat zhruba stejny
podet mikrobh (tabulka 2).

3 : s Obr.1. Polet leukocytti a mikrobi v krvi u kralfku
Urtité rOZdlly v pottu leukocytu kontrolnich a pf¥ipravenych pfedb&inou infekei kme-

a m°bﬁ v krvi i organech jsme ;.m Wood A 10 -miliond mikrobi. Viastn{ infekee za
nali u &isti pokusnych zvifat ve 24 hodin dévkou 100 mil. mikrob kmene Wood A.
srovnéni s kontrolami za 20 hod. po  Na ose = 8as v hodinéch, na ose y potet leukocvti (na-
vstiiknuti infekce. V t&chto ptipa- hote) a podet mikrlobﬁkv 1 xrlll kzrv;: (dol;). Pokusné
dech jsme totiZ zjistili o néco vétsi wvifata plné, kontroly Sarkovans.

podet mikrobfi v krvi a orginech a snizeny podet leukocytd u kontrolnich zvifat.
V jednom pokusu jsme tento obraz ziskali i pfi usmrceni zvifat za 8 hodin po
silné davce infekee.

Domnivame se, Ze tyto ndlezy je mozno vyloZit tak, Ze 8lo o zvifata ve Spatném,
nékdy agondlnim stavu nedlouho pfed smrti, na rozdil od pokusnych zvitat ptipra-
venych predbéZnou infekef, kterd prezivala n¥kolikanidsobné déle a kterd odbér
vzorki v dob& 20 hodin po infekei zastihl v celkové dobrém stavu. Tento pfedpoklad
jsme potvrdili dvéma kontrolnimi pokusy. V prvém jsme zvifata reinfikovali malou
dévkou stafylokokové infekce, neschopnou vyvolat va#néjsi poSkozeni nebo dokonce

10
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Tab. 1. Prebled pokusi se zménénou vnimavosti po malé dévce virulentni stafylokokové kultury
Wood A. *) = mladf krélici véhy 1--1,5 kg, znatka % = trvale piezivéa.

. Doba Zivota v hod.
Piipravna infekce Vlastni infekce i —
pokusni kralici | kontroly f
1

10 mil 100 mil *) 65 L 30, 38 |
5 mil 50 mil*) 72, 204 © 20, 24 ?
10 mil 100 mil *) 48, 96, 144 P24, 24 ‘
40 mil 500 mil 96, 216, z, z = 40, 172 1

20 mil 200 mil 120, 1z, Z, Z “ 72, 120
Moréata 100 mil 3 miliardy 72, 120, 144, % | 24, 48, 48, T2 f

Tab. 2. Podet mikrobt v krvi a orgénech u krélikti s pfedb&inou infekei malou dévkou virulentni
kultury. Predbézna infekce 5 mil., vlastni infekce 50 mil. stafylokoktt Wood A. Zvitata usmrcena
po 4 hod. pokusu.

Kontroly Pokusna zvirata !
Mikrobua v 1 ml krve
1 hod. 126 95 160 155 112
2 hod 73 105 102 54 67 :
4 hod. 22 51 46 32 27 |
Mikrobt v 1 mg orgéanu |
jatra 93 84 133 88 55 !
plice 8 11 9 25 9 f
slezina 35 70 60 75 71 1
nadledvinky 5 3 3 3 )
! I o I |
o !
T
6 N\
N Obr. 2. Prub&h leukocytérni hladiny
J. p¥i infekei kralikin  piipravenych
= pfedbéinou infekei kmenem Wood A
4 T - 20 milion mikrobi. Na ose z Zas
vzhledem k dob& infekce v hodinéch,
R na ose y po¢et bilych krvinek v tisi-
T e cich, Pokusné zvifata plné ary, kon-
2L _ _""""""“';fl‘—-// troly ¢arkované, silné &ary pramér
S SRS LT TR LT - celkového poétu bilych krvinek, slabé
B éary hodnoty neutrofilnich leukocytit
u jednotlivych zvifat.
0
-20 0 .5 220

smrt zvifat (tabulka 3). V druhém pokusu jsme infikovali nesmrtici davkou E. cols
(tabulka 4).

V obou piipadech byly prib&h leukocytirni hladiny i zmény po&tu mikroba
v krvi a organech shodné u pokusnych i kontrolnich zvifat. Potvrdilo se, Ze po pfi-
pravné infekei nenastavaji zmény schopnosti eliminovat vsttiknuté mikroby z orga-
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Tab. 3. Podet mikrobit v krvi a orgénech u krélika s piedbdinou infekei malou dévkou virulentnf
kultury, Pfedbéiné infekce 5 mil., vlastnf infekce 10 mil. stafylokokl, kmen Wood A. Zvifata usmrcena
po 12 hodinéch pokusu.

Kontroly Pokusn4 zvifata
Mikroba v 1 ml krve
1 hod. 165 144 32 75 1156 54
2 hod. —_ 41 34 103 63 14
4 hod. 26 39 43 — 38 16
6 hod. 12 8 12 2 7 11
12 hod. 0 6 2 0 4 0
Mikrobu v 1 mg orgénu
jétra 0,6 0,656 — 0,28 0,6 0,15
plice 0,18 0,11 — 0,5 0,15 0,37
slezina 0,4 0,65 — 0,3 0,72 0,55
nadledvinky 0,17 0 — 0,25 0,16 0,1
i

Tab. 4. Potet mikrobi (E. coli) u kralika ptipravenych predbd#nou infekei virulentnim kmenem Wood A
v ddvee 10 mil. Zvifata usmrcena za 20 hodin po infekeci 0,5 ml Sestnéctihodinové bujonové kultury

E. coli.
Kontroly Pokusné zvifata
Mikrobu v 1 ml krve
1 hod. 103 161 136 214 174
2 hod. 54 41 24 n 46
6 hod. 8 4 7 2 13
20 hod. 10 10 12 8 23
Pocet mikrobu v 100 mg orgénu
jatra _ 5,3 32 10,6 24 24,3
slezina 29 54,3 8,3 21 34,3 I

nismu a Ze tedy rozdily zjisténé v nékterych z predeslych pokusi je nutno ptidfst
celkovému agonalnimu zhrouceni organismu a s tim spojenému pomnozeni mikrobi.

V dalif préci jsme provedli fadu pokusii s riznymi kmeny stafylokokii, abychom
zjistili jednak ptipadnou specifitu t&chto reakef, jednak jejich relativni roziifenost
a platnost. Vysledky téchto pokust udava v piehledu tabulka 5.

Z tabulky vyplyvé nékolik zdvéri: 1. Byla znovu n&kolikrit potvrzena skute¥nost,
Ze po intravenosni stafylokokové infekei nastédvéd zvydeni odolnosti vidi stafyloko-
kové reinfekei, aniz by dochazelo ke zm&ndm schopnosti otistovat vnitini prost¥eds
od mikrobii. Ukdzalo se, Ze tento jev nastavé i pfi pouZit{ riznych kment pro p¥ed-
bé&Znou a vlastni infekei. 2. V nékterych pokusech se ukazalo, ze zvySens odolnost
pokusnych zvifat je spojena — na rozdil od pfedchozich vysledké — s intensivn&jii-
a rychlejsi otistou krve od mikrobti. Tento zjev nastivé zejména tam, kde k pH-.
pravné infekei bylo pouZito relativng vétsi ddvky méng virulentni kultury.

Na zdkladé t&chto zjisténi jsme piistoupili k pokusiim, kde jsme pro piipravnoun
infekei pouzili mélo virulentni kultury Wood B. Vysledky ukazuje obr. 3 a tabulka 6
a 7. Jak je patrno, vznikaji po p¥ipravné infekei relativng velkou dévkou nevirulentni’
kultury v organismu zmé&ny, které se pfi nésledné infekei virulentnim kmenem pro-
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Tab. 5. Prehled pokust o vnitrodruhové specifité ochrany vyvolané predbéinou infekef stafylokokové kultury. Nejsou vyeisleny doby smrti v pfipa-
ds exitu pti odbéru krve a hodnoty bakteriemie pii zvySeném preagonélnim pomnozeni mikrobi.

- . Potet i . . : Prumérné procento poétu mikrobu
Pripravné infekce D ovitat Vlastni infekce Doba smrti v hodinach v krvi proti kontroldm
! R
kmen dévka | kmen | davka pokusna kontroly | lhod. | S5hod. | 20hod.
i ;
!
15 5 mil 2 15 120mil | 120 zije 26 40 83 % 142 9 —
|
15 5 mil 2 130 160 mil 72 144 30 126 % 116 % —
15 3 mil 3 10 240 mil 24 72 120 20 36 48 78 % 121 % 119 %
l
130 20 mil 2 15 120 mil 32 120 16 97 % 117 % —
130 20 mil 2 16 ! 120 mil — — 114 % 92 % 111 %
Wood B 100 mil 1 15 120 mil —- — 18 % e —-
| |
Wood B 100 mijl 2 15 120 mil 24 40 . 16 41 9, 46 % —
| | f |
‘ 9 100 mil 2 130 | 160 mil 0 72 30 [o239 13 9% .
! !
: i
| ;
! 10 50 mil 2 15 80 mil 72 120 40 48 53 % 41 % 57 9,
|
10 50 mil 2 130 | 160 mil 72 96 30 65 9 68 %
. 1 i
\ i
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jevi proti kontroldm zvyfenou leukocytarni hladinou, zvySenou odistou krve
od mikrobti a nevelkym prodlouZenim doby Zivota nebo zvétSenim procenta piezi-
Iych zvifat.

Obr. 3. Prubdh leukocytérni hladiny
a bakteriemie pfi infekei kral'ka pfi-
pravenych pfedb&inou nevirulentni
infekef kmenem Wood B v ddvee 200
mil. mikrobt. Na ose z &as vzhledem
k dobd infekce v hodinach, na ose y
podet bilych krvinek v tisicich a ve
stovkach podet mikrobd v 1ml krve.
Plné &ary pokusné zvifata, ¢arkovand
kontroly, silné 8ary: celkovy podet
bilych krvinek, slabé &ary podet ne-
utrofilnich leukocytii. Velké tetky
oznaduji podet mikrobu v krvi kont- o
rol, slabé te¢ky v krvi pokusnych s
zvitat.

-0 0 +5 +20

V dalsich dvou pokusech celkem na 10 kralicich jsme zjistili, Ze po piipravné
infekei nevirulentnim kmenem v malé divee (odpovidajici ddvkdm virulentnich
kmenu pouZitych v piedchozich pokusech) nevznikd ani zvy%end odolnost vadi
reinfekei, ani zména oéisty krve.

Tab. 6. Prubsh intravenosni stafylokokové infekce u kraliki po predbdiném vstifknuti vétsf davky
nevirulentni stafylokokové kultury. P¥ipravna infekce 200 mil Wood B, vlastni infekce 300 mil. Wood A.

Kontroly Pokusnf kralici
Podet mikrobu v 1 ml krve .
1,5 hod. 559 1100 58 210 49 32 10 125
3 hod. 75 198 10 29 12 4 2 —
20 hod. 588 129 750 39 135 400 1 —_
Podet leukocyta v krvi
— 24 hod. ) 6000 5100 6450 10800 4500 9450 4700 7400
v dobé infekce 8200 7800 5100 8900 4900 7800 5650 6300
+ 4 hod. 3350 5100 3200 5650 6300 6300 5700 —
~+ 20 hod. 4100 4400 2450 4200 6400 7200 7800 —
Doba smrti 2dny Zije 3 dny Zije Zije 5dnf Zije —

Tab. 7. Pfehled pokusti se zménénou vnimavosti po velké dévce nevirulentni stafylokokové kultury

Wood B.
Pi{pravné infekce Vlastni infekce Doba zivota ve dnech
Wood B Wood A pokusni krélici ‘ kontroly

100 mil v 300 mil tije  Zije 4 Zije

200 mil 300 mil ‘ 4 Zije Zije 2 3 Zije tije

200 mil 500 mil | 3 2 3

200 mil 400 mil i 1 2 2 1 1,6
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Pokusili jsme se dale sledovat pomoci bakteriemie za 20 hod. po vstiiknuti
mikrobti kvantitativni poméry pti p¥edbéiné infekci riuzné virulentnimi kmeny.
Vysledky nejsou zcela rovnomérné, individualni reaktivita jednotlivych kralikt
ztéZuje mozZnost hodnoceni. Piesto lze viak celkové Fici, Ze ptiblizné, bez ohledu na
mnoZstvi vstiiknutych mikrobi, se udrzuji v organismu vice kmeny virulentnéjsi
(tabulka 8).

Tab. 8. Podet mikrobu v 1 ml krve u jednotlivych zvifat 20 hodin po intravenosni pfipravné infekei
rtizné virulentnimi kmeny stafylokckt.

e
Kmen i zIZIOi;ZE i Davka 3);11\1{ ’I Podet mikrobt v krvi

| |
Wood B | 4 20 mil 2000 b5 8 12 13
Wood B | 3 ' 100 mil 2000 .6 17T 23
15 ‘ 4 ‘ 5 mil 80 .8 22 2T 54
130 4 ! 20 mil 160 [ 12 31 44 102

| 1

Nakonec jsme se nékolika pokusy se shodnym vysledkem pfesvédéili, Zze velka
dévka stafylokokové vakeciny pisobi podobné jako velkd davka Zivé, malo viru-
lentni infekce, zatim co vakeina v malé ddvee nevyvola Géinek odpovidajici pfisobent
zivé virulentni kultury (tabulka 9).

Tab. 9. Zmény vnimavosti k stafylokokové infekei po stafylokokové vakeing v malé a velké dévce,
aplikované intravenosnd 24 hodin pfed infekci. Infekce kralikti kmenem Wood A v déavce 300 mil.,
moréat v ddvce 3 miliardy.

Potet mikrob Kontrol 5 Vakeina ! Vakcina
v 1 ml krve ontroly ‘ Wood A 50mil. | Wood B 500 mil.
o _ B S
1 hod. 348 288 (313 227 371|120 77 89
3 hod. 107 95 | 154 89 110 | 24 11 2
20 hod. D129 143 | o 48 227 | 81 1 36
Doba smrti v hodindch 40 40 } 40 52 40 72 144 96 i
Mordéata — doba : I
smrti v hodinch 20 40 40 72 | 40 40 40 72 96| 40 72 96 120 120
Diskuse

Uvedené vysledky je mozno shrnout takto: pii intravenosni stafylokokové
infekei zvifat, kterym byla 24 hodin pfedem vstiiknuta nevelka davka (piiblizné
/0 DLM) intravenosni infekce, dochdzi ke zménidm prabéhu onemocnéni. Tato
zvitata projevuji zvysenou odolnost, ptezivaji déle nebo i trvale pfi rychle nastiva-
jici smrti kontrol infikovanych stejnou davkou. Pfitom se zd4, Ze se uplatiiuji dva
typy reakei: v jednéch ptipadech je nevelky stupeil zvySeni odolnosti provizen
zvysenim poétu leukocytl v krvi a urychlenym odistovanim krve od vstfiknutych
mikrob. Druhy mozny vysledek pfedb&zné infekce je ten, Ze pfirelativni odolnosti
probihd stafylokokova infekce bez zmén leukocytarni hladiny a bez zmén podétu
mikrobt v krvi a organech oproti kontrolam. '

K hodnoceni stupné zvyseni odolnosti je t¥eba uvést, ze je dobie znamo, ze i pii
normalni imunisaci vznik4 protistafylokokovd imunita pomérné Spatné, ziidka
presahuje odolnost vadi nékolika DLM a zpravidla se projevi jen prodlouzenim doby
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Zivota proti kontrolim (Ramon a j. 1936, Forssman 1938, Schmidt 1940). Ve
svych pokusech jsme nadto pouZili prakticky téméi vidy vétiiho mnoZstvi mikrob
nez odpovidd minimalni smrtelné dévce, proto dosazené rozdily v dobé Zivota
poklddame za priikazné.

Prvy typ reakce, zvySeni odolnosti spojené s leukocytosou a zvySenou odistou
krve od mikrobti, odpovidd zndmym skuteénostem o vlivu nespecifickych podnét
{mléka, krve, sera, extrakti mikrobi, nukleovych kyselin a j.) na antiinfekéni odol-
nost, shrnovanym zpravidla pod pojem ,,proteinova‘‘ nebo ,,popudova‘‘ terapie
a pod. (Petersen 1923, Jelin 1926, Phillipson 1937, Bieling 1944, Zilber 1948).

Druhy typ reakce mé na prvy pohled protichidné vlastnosti typu prvého. Leuko-
cytarni hladina probihd obdobnd jako u kontrolnich zvifat, neni rozdflu v rychlosti
vyludovani mikrobl z krve a v jejich mnoZstvi v orginech. Ptitom zvySeni odol-
nosti je pomérné v&tsi neZ u prvého typu reakce. Mezi obéma typy reakei je urdita
zavislost vzhledem k mnoZstvi vstifknutych mikrobi: prvy typ vznika jen po vét-
8ich davkach stafylokoki, druhy typ vznika i po malych ddvkach dostateéné viru-
Jentnich mikrobu.

Prvy typ reakce lze vyvolat i pfisluSnou vakeinou, druhy typ nikoliv. Pokud jde
o skuteénou intensitu obou podnéti,, nelze infekei ,,malou ddvkou virulentnich
mikrobu‘‘ pokladat za slabsi: sledovdni bakteriemie ukézalo, Ze virulentnich mi-
krobli pretrvdva v organismu vice, i kdy% jich bylo vstiiknuto pivodné mnohem
mensi mnozstvi.

Sledovani leukocytdrni hladiny v krvi a poétu mikrobt v krvi a organech nedava
jisté obraz o vSech reakcich a zménich, které nastdvaji u infikovanych kralikii.
Nesledovali jsme na pfiklad zmény leukocytarni v dfeni kostni, funkéni aktivitu
a morfologické zmény RES, vyludovani mikrobi ledvinami a pod. a pochopitelné ani
celkové humordlné nervové regulaéni mechanismy. Presto vSak se domnivdme,
%e miZeme stanovit uréité zavéry, a to piedevdim proto, Ze v obou sledovanych
indikatorech se ukdzaly nidpadné a vyrazné rozdily mezi obéma typy reakei.

Prib&h bakteriemie pii intravenosni infekei je od prvych praci s infekei pneumo-
kokovou (Wright 1927) dobfe znidm. Po prvotnim poklesu dochézi k druhotné
bakteriemické viné bud slabé a dodasné u imunnich zvifat nebo malo virulentnich
mikrobi, nebo silné a progresivné se zvySujici az k smrti pfi virulentni letalni
infekei. Tyto nalezy byly mnohokrat opakovany a potvrzeny, u stafylokokové
infekce na pfiklad Forssmanem (1937). Burnet (1929), Cowan (1939) a j. ukazali,
Ze intensita a rychlost odisty krve od stafylokokit po intravenosni infekei je vétsf
u imunisovanych zvifat nez u kontrol, a to pfibliZzné v takovém stupni, jaky jsme
pozorovali u prvého typu reakce.

Pokud jde o druhy typ reakce, domnivame se, Ze shodny prub&h bakteriemie,
ziskany v 11 pokusech na 59 kralicich i stejné polty mikrobd v orgénech, zji&téné
ve 4 pokusech na 22 zvifatech, jsou dostate¢né prukazné. Objasnéni je tfeba snad
jen u vykladu hodnot, ziskanych za 20 hod. po infekei, zvlast i proto, Ze jednotlivé
prace uvadéji (Rake 1936), ze tato druhotna bakteriemickd vina ma znadny vyznam
pro uréeni osudu infekece, na piiklad pneumokokové. Ukazali jsme, Ze jsme pozoro-
vali zvyseni poétu mikrobu v krvi a organech u kontrolnich kralikéi proti pokusnym
tehdy, Slo-li o zvitata ve velmi Spatném aZ agonalnim stavu, hynouci o nékolik malo
hodin pozdé&ji. Jestlize bylo k infekei pouZito ddvky malé a nebo malo patogenniho
heterologniho mikroba, nedoslo k letalnimu poSkozeni organismu a proto ani k zm&-
ndm podtu mikrobt u kontrolnich a pokusnych zvitat. Domnivame se, Ze zavér toho
je jasny: zvySeny podet mikrobi za 20 hodin po infekei je diisledkem, nikoliv pfi¢inou
rozdilu v odolnosti éasti zvitat.

Ferina a Messina (1954) vstiikovali krysam stafylokoky intravenosné 48 hodin
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po predbézné infekei nevelkou davkou, zvitata usmrcovali za 2 hodiny a zjistovali,
Ze baktericidni schopnost tkani a orgdnt je proti kontrolnim zvifatim nezvysena,
spife sniZena. Podobné Teague a Mc Williams (1937) nalezli, Ze po intravenosnim
vstiiknuti tyfové vakeiny vznika odolnost protiintravenosni tyfové infekeipo 24 hodi-
nach. Pritom nenalezli rozdilu v baktericidni schopnosti krve in vitro, ve vyludo-
vani mikrobii z krve, ani v leukocytarni hladiné v prvych hodinich pokusu; stejné
jako my pak nalezli zvySenou bakteriemii u kontrolnich zvifat v pozdéjsich hodinach
pokusu nedlouho pied jejich smrti.

Z nasich vysledku vyplyva jako nova skuteénost zjidténi, Ze po nevelké virulentni
stafylokokové intravenosni infekei vznikd za urditych podminek odolnost vuéi
smrtelné davee téZze infekce, nespojend s antimikrobnimi obrannymi reakcemi, pies-
néji fedeno: vznikd nevnimavost ke stafylokokové infekei, probihajici v organismu
se stejnym podétem mikrobi, ktery dostacuje k prudkému letdlnimu téinku u kon-
trolnich zvifat. Ukazali jsme, Ze tato reakce nastdva pomérné dasto, a to i vadi
heterolognim kmentim patogennich stafylokokid a odligili jsme ji od reakce typu
»»popudové terapie’’, ke které dochazi po vstiiknuti vétsiho mnozstvi malo virulent-
nich mikrobd nebo i stafylokokové vakeciny. V nasledujicim sdéleni se pokusime
zodpovédét nékteré daldi otazky o mechanismech a podstaté tohoto jevu.

Souhrn

1. Sledovali jsme leukocytarni hladinu a podet mikrobii v krvi a orgédnech pti
stafylokokové infekei u kralikd, infikovanych 24 hodin pfedem malou davkou
stafylokokové kultury.

2. Za téchto podminek vznikd zvyieni odolnosti pokusnych zvifat k smrtelné
stafylokokové infekei. V nékterych piipadech se po pripravné infekei vétsi davkou
nevirulentnich mikrobi uplatiiuje mechanismus leukocytdrni mobilisace a zvy$eni
odisty krve od mikrobi.

3. V druhé &asti ptipadi po piipadné infekei malou davkou virulentnich stafylo-
kokil probiha pri vlastni infekei leukocytarni hladina u pokusnych a kontrolnich
zvitat stejné, krev i organy ukazuji stejné mnozstvi mikrobu. Vznikls odolnost nema,
pokud lze soudit, charakter antimikrobni obranné reakce. Dalsi rozbor jevu je pred-
métem nasledujiciho sdéleni.

Za technickou spolupraci dékuji M. Buridnové a J. Krti¢kové.
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CocroAHMEe HEBOCIIPHMMINBOCTI
B Te4eHHUe YKCIEPMMEHTAIBHON craduuoxokkoBoil naderuun. I

I0. Hoeanoscrkuii
PeswowMme

Mu MCCeR0BadM YpoBeHb i AKOUATOB M KOJNYeCTBO MIKPOCOB B KPOBU ¥ OpraHaX KpOJHWKOB,
3apas(HHKX 3a 24 4aca Ko CcraduioKoKKoBo#t yHEpexuun HeGosbmoRt o30M KYJALTYTH cTaduio-
KOKKOB. :

ITpu TaKKX YCAOBUAX CO3AaeTCA NOFHIIeHHAA YCTORYMBOCTD NIONONKTHHX JRUEOTHHX K CMepTellb-
HOlt craduioKoKKoBON MHPcKUMM. B HUKOTO]HX CIyYasX NoCide NpefBapuTesbHOM MHGeKLMH
Gouploit Ao30M HeBMPYIEeHTEHX MUKpoGOB MpuBOAUTCA B AcdcTBUe MeXaHuaM MoGMamsanum meit-
KOLMTOB ¥ YCHJINBAETCH OYMCTKA KPOBH OT MUK] 0€0B.

B mpyrux ciay4aAx mocie mpefiBapureXbHo#t mudeKumM HesHAUnTeNbHON MOo30M BUPYICHTHHX
cTaduUIOKOKKOB YPOBeHb JI(H.ouuToB IpH coCCTBeHHON CTapuUiIOKOKKOBOM ME(Qekiuu OnBaer
Y KOHTLOJBEHX W Y TIOMONHTHL X JKHBOTHb X OJ[WHAKOBLM, B KLOBM U B opranax Ha(ilofaeTcA
ONIMHAKOBOE KoJuuecTBo MuUK[o6oB. CospmalomancA TakuM o0pasoM yCToHUYMBOCTL He HOCHT, IIOBHU-
AUMOMY, XapaKTepa SanuTHON anTMMUKroCHOM pearuum. [lanpHedmue wuCCIef0BAaHUA 3STOTO
ABMeHMA COCTaBAAIOT IpefMeT CaMOCTOATEIbHOTO CoOCImEeHNA.

The Phenomenon of Resistance in the Course of Experimental Staphylococcal
Infection I.

J. Johanovsky
Summary

| The leucocyte level and the number of bacteria in the blood and organs was followed during staphylo-
coccal infection in rabbits which had been infected 24 hours previously with small doses of staphylococcal
cultures.

Under these conditions the experimental animals showed an increased resistance to the lethal effect
of staphylococcal infection. In some cases, after a preparatory infection with a larger dose of non-viru-
lent organisms, the mechanism of leucocytic mobilisation come into action with increased clearing of the
blood of bacteria.

In other cases, after a preparatory infection with a small dose of virulent staphylococci, the level of
leucocytes in the experimental animals and controls remained the same after the infection itself and the
blood and organs showed the same number of bacteria. The resistance developed, did not have, as far as
can be judged, the character of an antibacterial defence reaction. A further analysis of the phenomenon
is the subject of a further communication.
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O transglukosida¢ni ¢innosti enzymatického preparatu plisng
Aspergillus niger
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Ceskoslovenskd akademie vid, Biologicky ustav, mikrobiologické oddé&leni, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Doslo 28. 9. 1955

Inkubujeme-li kultivaéni kapalinu nebo extrakt kultury Aspergillus niger s malto-
sou, dochdzi vedle hydrolysy maltosy k tvorbé nékterych oligosacharida (Pan a j.,
1950, 1951). Jsou charakteristické tim, Ze obsahuji 1,6-glukopyranosové vazby
(panosa, isomaltosa). Mimo to vznikd obvykle jesté stopa maltotriosy (Burger,
Beran 1956 a, b).

Je jesté malo faktd k disposici, aby bylo mo¥no ¥ici, jakym mechanismem tyto
produkty vznikaji. Objasnéni tohoto mechanismu méa vyznam pro provozni
pouziti uvedenych preparatii, ponévadz tyto oligosacharidy vznikaji i pii hydrolyse
gkrobu v provozu. VyfeSeni tohoto problému ma téZ vyznam pro poznani nékterych
zékladnich otdzek souvisicich s interakei substratu s enzymem pii hydrolyse poly-
a oligosacharidi.

Dnes uz vime, Ze tvorba téchto oligosacharidl probih4 transglukosidaci, t. j. ptena-
Senim glukosového zbytku z maltosy, resp. Skrobu na p¥islusny akeeptor (maltosu,
glukosu, piipadné jiné; Pan, Nicholson a Kolachov 1952). Je zajimavé, ze fada
oligosacharid mimo maltosu v pokusech Pana a spolupracovnik neslouzila jako
substrat pro tvorbu isomaltosy, resp. vyssich oligosacharidi s 1,6-glukopyranosovou
vazbou (Pan, Nicholson, Kolachov 1952).

Je tkolem této prace zjistit, zda se z nékterych latek po kratkodobé i dlouhodobé
inkubaci s preparitem A. niger tvoiri redukujici oligosacharidy s 1,6-glukopyrano-
sovou vazbou.

Polkusnd édst
Metodika

PouZité enzymatické prepardty. K pokustm jsme pouzili enzymatického prepardatu z kultury plisné
Aspergillus niger. Ptipravu kultur na otrubach a extrakei enzymu z téchto kultur jsme popsali jiz dtive
(Burger a Beran 1956a). Charakteristickou vlastnosti tohoto preparatu je, ze obsahuje velmi vysokou
maltasovou akiivitu.

Pracovni postup. Jednotlivé substraty jsme inkubovali enzymatickym preparatem 75 minut a 18 hodin
pti 30°C. Celkovy objem inkubované smési éinil 1 ml a obsahoval: 3 9, substratu v koneé¢né koncentraci,
0,3 ml roztoku enzymu, acetatovy pufr o koneéné koncentraci 6,5.10~2 M apH 4,5, piipadnsé i glukosu
o kone¢né koncentraci 0,3 %. Glukosu jsme k substrattm p¥idavali jako mozny akceptor. Aby nedoslo
k narastu b&hem inkubace, pfidali jsme k inkubované smési nékolik kapek toluenu. Enzymatickou
éinnost jsme zastavili ponofenim zkumavky do vrouci vodnilazné na 5 minut. Ze vzorkii jsme nakapali
20 pl na chromatograficky papir Whatman ¢&. 1.

Analytické metody. Vzniklé produkty inkubace jsme zjigtovali chromatografickou metodou podle
Greena a Stonea (1952), kterou jsme upravili. Jako standardu jsme pouZili vzorku maltosy po inkubaci
s enzymatickym prepardtem A. niger, jehoZ sloZeni cukri je nam znamé (Burger a Beran 1956b).
V obréazcich je oznatovan 8.
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Vysledky
Utinek enzymatického preparatu na rizné oligosacharidy

Na obr. 1 je uvedena chromatograficks analysa produktd vzniklych po 75minu-
tové inkubaci enzymatického preparatu s maltosou, sacharosou, laktosou, rafinosou,
a cellobiosou. Béhem této doby nastala hydrolysa uvedenych substratd do rozlid-
ného stupné. U rafinosy je vidét, Ze od$tépovani fruktosy probihd intensivnéji nez
hydrolysa melibiosy. Skvrna rafinosy a sacharosy vznikd na papife zfejmé po
hydrolyse téchto cukri béhem vyvoldvini chromatogramu. U maltosy je zfetelnd
tvorba panosy, isomaltosy, u cellobiosy je taktéz zietelnd tvorba isomaltosy a dalsiho
produktu, ktery se na papife umistuje mezi maltotriosu a panosu. U ostatnich
oligosacharidi se netvoril zadny redukujici cukr. Jelikoz laktosa se umistuje pou#i-
tym postupem vyvijeni chromatogramu stejné jako isomaltosa, miZeme o tomto
oligosacharidu ¥ei, Ze netvofi vyssi redukujici oligosacharidy.

Obr. 2 ukazuje stav po 18 hodinach inkubace. Maltosa a cellobiosa jsou jiz prak-
ticky tiplné hydrolysovany. Panosa a neidentifikovany oligosacharid vznikly z cello-
biosy jsou taktéz odbourany a zbyva jen isomaltosa.

¢ 8
; L ]
- LY !

S MM MM Sg MG MG S

4 G
Obr. 3. Udinek enzymatického preparatu A. niger Obr. 4. Utinek enzymatického preparatu A4,
na trehalosu. niger na methylmannosu a methylglukosu.

Obr. 3. 8, = vzorek trehalosy, a == trehalosa s glukosou po 75 minutdch inkubace, b = treha-

losa po 76 minutéch inkubace, ¢ = trehalosa s glukosou po 18 hodinach inkubace, d = trehalosa po

18 hodinach inkubace, G = glukosa, M = maltosa, T = trehalosa, IM = isomaltosa, P = panosa.

Obr, 4. S;=vzorek methylmannosy, MM = methylmannosa, MM + G = methylmannosa s glukosou,

Sy = vzorek methylglukosy, MG = methylglukosa, MG + G = methylglukosa s glukosou, Ma = mannosa,
G = glukosa, M = maltosa, IM = isomaltosa, P = panosa.
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Ani po této dobé neskyta rafinosa, resp. melibiosa, laktosa a sacharosa redukujici
oligosacharidy s 1,6-glukopyranosovou vazbou podobné tém, které vznikly z maltosy.

Chromatogram dale ukazuje, Ze z maltosy a cellobiosy vznikly stopy oligosacha-
ridd, které jsou na papiie umistény mezi maltosou, resp. cellobiosou a isomaltosou.
Jsou to pravdépodobné oligosacharidy s jinou nez 1,4, resp. s 1,6-glukopyranosovou
vazbou, jez bude nutno jesté stanovit.

Pokud jde o rafinosu, laktosu a sacharosu, potvrzuji naSe nalezy vysledky Pana
a spolupracovniku (Pan, Nicholson a Kolachov 1952), ktefi taktéZ nenalezli reduku-
jici oligosacharidy po inkubaci kultivadéni tekutiny A. niger s vySe uvedenymi
cukry. Pokud jde o cellobiosu, rozchézi se nage vysledky s nilezy uvedenych autort,
ktefi nenaSli Zadny oligosacharid po inkubaci cellobiosy s kultivaéni tekutinou
A. niger (Pan, Nicholson a Kolachov 1952).

Na obr. 3 jsou uvedeny vysledky po inkubaci trehalosy («x-D-glukopyranosyi-
a-D-glukopyranosa) s enzymatickym preparatem A. niger.

Téz u tohoto oligosacharidu nedoglo k tvorbé nového produktu mimo glukosu.
Jak je patrno z obrazku, trehalosa davé skvrnu mezi maltosou a isomaltosou. Jako
neredukujici oligosacharid vyredukovala st¥ibro po pfedbéziné hydrolyse na papite
béhem vyvoldvani chromatogramu. Obr. 3 ukazuje, Ze i po 18 hodinach byla treha-

losa hydrolysovéna jen z malé &isti. Stopy fruktosy a pentos na chromatogramu
pochazeji z enzymatického preparitu.

Utinek enzymatického preparatu na nékteré heterosacharidy

Dalsi pokusy se tykaly uéinku enzymatického prepardtu A. niger na methyl-a-D-
glukosu, methyl-«-D-mannosu a glukosu-l-fosfit. Vysledky jsou uvedeny
v obr.4 a 5.

m

a b c S d e / S

Obr. 5. Udinek enzymatického preparatu A. niger na glukosa-l-fosfat. a = glukosa-1-fosfat po 75 minu-

tach inkubace, b = glukosa-l-fosfat s glukosou po 75 minutéch inkubace, ¢ = enzymaticky preparét

po 75 minutéch inkubace, S, = vzorek glukosa -1-fosfatu, d = glukosa-1-fosfat po 18 hodinédch inkubace,

e = glukosa-1-fosfat s glukosou po 18 hodinach inkubace, f = enzymaticky preparit po 18 hodinéch
inkubace.
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Jak obr. 4 ukazuje, jsou vysledky obdobné t&m, jez jsou uvedeny v piedeslych
pokusech. Bé¢hem 18 hodin dolo k hydrolyse methyl-glukosy. K tvorbé oligo-
sacharida vSak ani po této dob& nedoglo. Obr. 4 ukazuje téz,Ze methyl-mannosa byla
hydrolysovana jen ve stopovém mnoZstvi.

Stejné vysledky jsme obrdZeli i pfi inkubaci glukosa-l-fosfitu s enzymatickym -
preparatem (obr. 5). Ani po 18 hodinich nedoglo k tvorbé nového produktu kromé
glukosy. Ani hydrolysa glukosy-l-fosfitu nebyla za naSich pokusnych podminek
aplna.

Utinek enzymatického preparitu na glukosu

V predchézejicich pokusech jsme sledovali pfenos glukosového radikélu z holo-
nebo z heterosidi na uhlohydratovy akeceptor.

V dalsich pokusech jsme chtdli zjistit, zda dochézi k syntese uvedenych oligosa-
charidd téz p¥imo z glukosy. ProtoZe jsme piedpoklidali, Ze ptipadné syntesa zde
bude probihat jako zvrat hydrolytické reakce, upravili jsme pokusné podminky tak,
aby synteticka reakce mohla prob&hnout co nejdile. Proto jsme sniZili aktivni
koncentraci vody ptidanim nadmé&rného mnoistvi glukosy, resp. pfidanim glycerinu
k reakéni smési. Koneén4 koncentrace glukosy &inila: 5, 10, 30, 40, 50 a 60 %,. Glu-
kosa tedy byla v reakéni smési substratem, akceptorem a mimo to v nadmérnych
koncentracich odnimala ze smési vodu. Jinak byly podminky inkubace stejné jako
v pfedeilych pokusech.

Na rozdil od predeslych pokust jsme v tomto pfipadé nanaseli na chromatogra-
ficky papir po 10 ul vzorku. Vysledky po 18 hodinidch inkubace jsou uvedeny
na obr. 6 a 7.

Obr. 6 ukazuje, %e za nasich pokusnych podminek doslo k syntese dvou oligosacha-
ridéi z glukosy, a to maltosy a isomaltosy. Je nutno si viimnout, %e na rozdil od
maltosy, ktera se utvorila jen pfi vyssich koncentracich glukosy (od 309%,), isomaltosa
se utvofila jiZ p¥i 5 a 109, glukosy ve smési.

Chromatogram po 150 minutach inkubace poskytoval obdobny obraz jako po
18 hodinach s tim rozdilem, e mnozstvi utvotrenych produkti bylo mensi.

Na obr. 7 jsou uvedeny, vedle inkubovanych smési, kontroly roztokd glukosy
ve stejnych koncentracich jako v inkubovanych smé&sich. Obr. 7 dokazuje tedy, Ze
vzniklé oligosacharidy se utvofily enzymatickou syntesou a nebyly pfitomny ve
vzorcich glukosy jako nedistoty.

Diskuse

V nagich predeilych pracich uvaddime n&kolik skute¢nosti, které dokazuji, Ze
tvorba isomaltosy a panosy pfi inkubaci maltosy enzymatickym preparitem
A. niger neni vysledkem &innosti zvladtni transglukosidasy, nybrz ze vznik uvede-
nych oligosacharidii z maltosy katalysuje maltasa (Burger a Beran 1954, 1956b).
O maltése je viak zndmé, %e hydrolysuje také fadu substriti, u kterych jsme zde
nezjistili tvorbu oligosacharidd (Summer a Myrback 1950) — (na pf. methylglukosa
a trehalosa). Vznika otédzka, pro¢ u téchto substrati nedoslo za nasich pokusnych
podminek k tvorbé uvedenych oligosacharidi. Je zndémo, a na nasich chromato-
gramech je to té% vystiznd pfedvedeno, %e uvedené substrity jsou ve srovndni
s maltosou mnohem pomaleji hydrolysovany maltdsou. Z toho vyplyva, Ze afinita
maltésy vidi na pt. trehalose a methylglukose je ve srovnéni s afinitou viiéi maltose
mnohem mendi. TotéZ zjistime, porovname-li afinitu maltdsy vidi uvedenym
substratim a viadi vods. Transglukosidaéni produkty katalysované maltdsou mohou
viak vzniknout jen v ptipadé, Ze v systému je piitomen akceptor majici dostateénd
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vétsi afinitu k maltése nez voda. Je zfejmé, Ze trehalosa a methylglukosa tuto afinitu
nemaji. Ani glukosa nemohla byt v nafich pokusech akceptorem, jelikoz jeji kon-
centrace byla v roztoku nizka.

Zajimavé je tvorba isomaltosy z cellobiosy, protoZe je mo#no z tohoto faktu pied-
pokladat, Ze se v tomto piikladé isomaltosa tvofi obdobnym, piipadnd stejnym
mechanismem jako z maltosy. Nemdme vSak daldi pokusy k disposici, abychom
mohli tuto domnénku potvrdit.

Pokud jde o sacharosu, je zfejmé, 7ze hydrolysa probghla pomoci ‘invertdsy
(P-fruktosidsy) a nemohly zde tedy vzniknout redukujici oligosacharidy, které
vznikaji pfi hydrolyse maltosy (Bealing a Bacon 1953).

Je nutno zdiraznit, e ndmi pouzitou metodou (étyinasobné vyvijeni chromato-
gramu) nelze bezpe¢né odkryt oligosacharidy majici v molekule vice ne# &ty¥i,
resp. pét glukosovych zbytkd. Proto tvorbu vysiich sacharidii v nasich pokusech
nelze vyloudit.

Pokusy, kde jsme inkubovali rizné mnozstvi glukosy, dokazaly, %e nami studo-
vané enzymatické preparity mohou resyntetisovat isomaltosu z glukosy a je-li
koncentrace vody sniZena na dostatenou mez, probihs také resyntesa maltosy.
Tvorba isomaltosy neprobihala sekunddrnd z maltosy, o ¢emz svéddi skutednost,
Ze pri nizsi koncentraci glukosy (od 5 9,) se utvotila pouze isomaltosa, ale 7adnd
maltosa. Z toho vyplyva, e enzymaticky preparit A. miger katalysuje syntesu
isomaltosy nejen cestou transglukosidaéni:

maltosa + glukosa ==~ isomaltosa 4 glukosa
ale téz na zdklads$ rovnice:

glukosa - glukosa ..- > isomaltosa.

Vypoéty ndm ukdzaly, Ze tyto reakce jsou termodynamicky mozné, bereme-li
v tvahu, Ze isomaltosa resp. maltosa se utvotila v mnoZstvi vice ne% tisickrat men-
§im, nez byla koncentrace glukosy.

Souhrn

Sledovali jsme tvorbu redukujicich oligosacharidd majicich 1,6-glukopyranosovou
vazbu (isomaltosa a panosa) pii inkubaci enzymatického extraktu plisné A. niger
s roztoky riznych oligosacharidi a rézné koncentrované glukosy. Dospéli jsme
k témto zavértm:

1. Na maltose se tvoii jak isomaltosa tak i panosa ve znatném mnozstvi. P¥i delsi
inkubaci se hromadi jen isomaltosa.

2. Na cellobiose se tvoii isomaltosa a nezndmy oligosacharid, ktery le#i mezi
maltotriosou a panosou.

3. Vyse uvedené oligosacharidy se netvofi za nafich pokusnych podminek pii
inkubaci prepardtu s roztoky: trehalosy, rafinosy, laktosy, sacharosy, methyl-
mannosy, methyl-glukosy a glukosa-l1-fosfatu.

4. Pii inkubaci koncentrovanéjsich roztokd glukosy je resyntetisovdna isomal-
tosa (od 59, glukosy) a maltosa (od 309, glukosy).

5. Nase vysledky dokazuji, Ze tvorba redukujicich oligosacharidii s 1,6-gluko-
pyranosovymi vazbami muze probihat vedle transglukosida¢nich reakef z oligo-
sacharidii téZ resyntesou z glukosy.

(Obrazové pfilohy I, I1)
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Akademiku I. Malkovi d&kujeme za zéjem a pfipominky pii provédéni této préce. Za pedlivou
technickou spolupréci dékujeme E. Masnerové,
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O TpaHCIIIOKO3U/IAINOHHOI1 [eATEeIbHOCTY BH3NMATIYECKOr0 Ipernapara
naecenn Aspergillus niger

M. Bypeep u K. Bepan
PeswomMme

Mu uccaegoBanu o6pasoBaHye BOCCTAHABINBAIOIUX OJUT0oCaXapuaAoB, oGraganomux 1,6-raoko-
MPaHO30Boi CBABHIO (M30MANbTO3a M IAHO3a), NPM MHKYOalluM DH3MMATUYECKOTO IKCTPAKTA
nieceHn A. Niger ¢ PacTBOPaMM PABIMYHHX OJMIOCaXapufoB M PABINYHEIX KOHIEHTpAIMit TiIo-
Ko3ul. Belo ycraHoBieHO, 4To:

Ha manbro3e 06pasyloTcss B 3HAUUTEJIBHOM KONMYeCTBe KaK M30MalbTo3a, TaK M maHo3a. Ilpu
0oJtee MuNTedbHON MHKYOAIMM HAKOIIAETCH TOJLKO M30MAJbT03a.

Ha mennobuose ofpasyorca M30MaldbTo3a W HeUs3BeCTHHY oJMrocaxapuf, pacHoioKeHHBIH
B XpoMaToTpaMMe Me[ly MalbTOTPNO30M U MaHo30MH.

BrlureHasBaHHBIE OJUTOCAaXapuAH He o0pasylrcsa Ipu MHKy(aluM IpemapaTa ¢ PacTBOpPaMH
TPerajossl, pafMHO 3, JAKTOSH , CAXAP0O3bl, METUII-MAHHOBEI, METHII-IVIIOKO 3K U I'NTI0Ko3a-1-ocdara,

TIpu mkyGanunm B Gojlee KOHLEGHTPUPOBAHHHIX PACTBOPAX TUIIOKOBE PECHHTeTUSUPYeTCH HMS0-
MaJIbT03a (HauMHAaA C 5%, IIIOKOBH) M MailbTo3a (HaumMHadA ¢ 30%).

Peayaprarn Hamux nccilefoBaHull MoKa3HBAWOT, YTo 06pasoBaHMe BOCCT2HABIUBAIUX OJUTO-
caxapuyios ¢ 1,6-TMOKONMPAHO30BHMHU CBABAMI MOKET, — KpoMe peaKLuil TPaHCTIIOKOSUAALUK
M3 0JINTOCaXapUAOB, — IPOTEKSTh M B BUE PECHMHTeBUPOBAHKSA U3 TJIIOKO3H.

" On the Transglucosidational Activity of an Enzymatic Preparations of the Fungus
Aspergillus niger

M. Burger and K. Beran
Summary

A study was made of the formation of reducing oligosaccharides containing a 1,6-glucopyranose link
(isomaltose and panose) on incubation of enzymatic extract of the fungus Aspergillus niger with solu-
tions of various oligosaccharides and various concentrations of glucose. The findings were as follows:

Both isomaltose and panose are formed on maltose in striking amounts. With longer incubation only
isomaltose accumulates.

On cellobiose isomaltose is formed, together with an unknown oligosaccharide which lies on the
chromatogram between maltotriose and panose.

The above-mentioned oligosaccharides are not formed on incubating the preparation with solutions
of trehalose, raffinose, lactose, saccharose, methyl-mannose, methyl-glucose and glucose-1-phosphate.

On incubating in more concentrated solutions of glucose, isomaltose and maltose are resynthesised.
(from & 9, and 30 9%, glucose respectively).

These results show that the formation of reducing oligosaccharides with a 1,6-glucopyranose link may
also take place, in addition to transglucosidational reactions from oligosaccharides, by resynthesis from
glucose.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénitk 1. (1956) — ¢&. 1

Proteolytické enzymy aktinomycety Streptomyces griseus. 11.

Vliv povahy a koncentrace dusiku na sekreci proteasy

JIR1 CHALOUPKA
Ceskoslovenskés akademie véd, Biologicky ustav, mikrobiologické oddéleni, Praha

Reditel ustavu akademik Ivan Malek
Doslo 19. 9. 1955

Dlouhou dobu nebyla jasni otézka, zda proteasy mikroorganismi jsou vyluéo-
vany do prostfedi v disledku aktivnich Zivotnich pochodt nebo zda pasivné difun-
duji z autolysujicich bunék. Dnes se zd4, Ze alespoii ve vét$ing piipadi vyluduji
proteasy jesté mladé, mnozici se buiiky (Virtanen a Tarnanen 1932, Birch-Hitschfeld
1940, Gorini a Lanzavecchia 1954). Nenf v8ak dosud vyfeSena otizka o vyznamu
mimobunéénych proteas anaerobnich klostridii, aktivovanych cysteinem, o nichz
Maschmann (1938) soudi, Ze difunduji do prostiedi v dasledku autolysy na rozdil
od kolagenas, které jsou vyludovany v pribéhu mnoZeni kultury.

Velmi slozitou je otdzka vlivu sloZeni Zivného prostiedi, piedeviim povahy
a obsahu dusiku na sekreci proteas. Zda se, Zze v tomto ohledu neexistuje néjaka
obecné platna zakonitost a Ze jednotlivé skupiny mikroorganismi nebo i jednotlivé
druhy reaguji rizné. Sporulujici bakterie tvoii proteasy, piedeviim v pritomnosti
vysokych koncentraci dusiku v piadé (Hoogerheide a Langhery 1951, ImSeneckij
a Kasatkina 1954), anerobni klostridie vyZzaduji dokonce nenaitépenou bilkovinu
(Mantejfel 1941), na peptidech k produkei nedochéazi. Plisné vyluduji proteasy pouze
na organicky véazaném dusiku, aktinomycety i na dusi¢nanech a amonnych solich
(Dion 1950).

Velmi nejasnd je otdzka vlivu koncentrace dusiku v Zivném prostiedi (respektive
jeho poméru k uhliku) na tvorbu proteas. Vysoké koncentrace dusiku, ktera je podle
nékterych autordt nezbytnd pro tvorbu proteasy, nemusi byt vidy vhodna. Giintel-
berg (1954) si povsiml, Ze Bacillus subtilis tvoii se stoupajici koncentraci dusiku
vice proteasy jen do uréité hranice. Potom v3ak hladina enzymu klesa, i kdyz se
mnozstvi bakterii nadale zvySuje. Na obdobny zjev narazil i Dion (1950), ktery
zjistil, Ze za urditou koncentraci dusiku v mediu se pod¢ind mnozstvi proteasy vylu-
dované plisni Gliocladium rosewm sniZovat. Nesledoval v8ak narast kultury a tak
jeho nédlez neni mozno hodnotit. Je zajimavé, Ze aktivita proteasy v buiikich je do
znadné miry nezavisld na obsahu dusiku v prostfedi i v buiikdch. Plati to jak pro
proteolytické, tak i pro neproteolytické mikroorganismy (Virtanen a Winkler 1949,
Virtanen a Kokkola 1950).

Stejné nejasna je i tloha cukerné slozky zivné pidy pii tvorbé a sekreci proteas
mikroorganismy. P¥itomnost vétsich koncentraci uhlohydrata brzdi podle nékterych
autorti (Hoogerheide a Langhery 1951) tvorbu proteasy sporulujicimi bacily. Podle
jinych (Chopra 1945) nebrzdi ptitomnost cukra vlastni tvorbu enzymu, pouze brani
jeho sekreci do prostiedi a pusobi jeho hromadéni v buiikidch. U nékterych mikro-
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organismii, na piiklad u Bacillus liguefaciens (Fukumoto a Yamamoto 1952)
a u plisni (Dion 1950) je naopak pftomnost cukerné sloZky nutné pro produkei
proteasy.

V této préci jsme studovali podminky, ptedevdim vliv dusikaté vyZivy, za nichz
dochézi k sekreci enzymu do prostfedi. Proteasa nim slouzila jako model, na kterém
jsme Fesili otdzky vztahu mezi organismem a vnéjsim prostfedim, v daném piipadé
mezi pFitomnosti resp. nepritomnosti specifického substratu a vylu¢ovinim enzymu.

Pokusnd &Edst
Metodika

Kultura. Pracovali jsme s pramyslovym kmenem Streptomyces griseus. P¥i préci jsme vychézeli
z konserv (5. generace) uchovévanych na $ikmém bramborovém agaru p¥i 5 °C.

Zivné pidy. Aktinomycetu jsme kultivovali na Waksmanovd pidé B (ddle WB), obsahujici pepton
a glukosu, jejichZ pomsr jsme v jednotlivych pokusech ménili.

Jako zdroje dusiku jsme pouzivali té6% fosforeénanu amonného, Zelatiny a hydrolysati Zelatiny. Pti
piipravé hydrolysati Zelatiny jsme postupovali takto: 50 g Zelatiny jsme rozpustili za stdlého michéni
v 450 m] horké destilované vody. Po rozpusténi jsme upravili pH 1 N-HCl na 1,1 a pfidali roztok 15 mg
pepsinu (VUFB). Smés jsme uloZili na 18 hodin do thermostatu pfi 37°C. Potom jsme pH upravili
6 N-NaOH na 7,6, pfidali roztok 15 mg krystal. trypsinu (VUFB) a ulozili na 6 hodin do thermostatu
pii 37°C. Cést takto pripraveného enzymatického hydrolysstu jsme dile vafili & kyselinou sfrovou
(300 ml hyd -olysétu+60 ml 10 N-H,80,) 24 hodiny pod zpétnym chladitem, Ionty 80" jsme odstranili
pFidénim ekvivalentniho mno#stvi Ba (OH), . 8 H,0. Roztok jsme nepatrné okyselili kyselinou sirovou,
abychom odstranili zbytek eventualng pitomnych ionta Ba.

Analytické metody. Proteolytickou aktivitu jsme stanovili Ansonovou metodou na kaseinovém
substratd (Anson 1938) v tiprave popsané v piedchozi préci (Chaloupka 1955a). V kultivaéni tekutiné
se nam nepodatilo prokézat piitomnost enzymogenu (Chaloupka 1955b).

Susinu jsme stanovili v 5,0 ml kultivaéni tekutiny. Mycel jsme po odstiedén{ propléchli vodou & susili
48 hodin pti 105°C. V nékteryeh pokusech jsme misto susiny stanovili obsah mikrobnich bilkovin podle
Sticklanda (1951).

pH v kultivaéni tekutind jsme prubdind sledovali bromthymolovou modf{ a kresolovou derveni
8 pouZitim komparétoru.

Barvent prepardtii, Preparaty jsme barvili podle Grama v Novyho modifikaci. .

Pracovnt postup. Zivné pudy, pfipravené obménou jednotlivych slozek Waksmanovy pudy (WB),
jsme rozlili po 100 ml do 500 ml varnych bangk Sial. Sterilovali jsme dvakrat 115°C. Baiiky jsme o&ko-
vali jednak sporovym inokulem, jednak vegetativnim inokulem 48 hodin starym, vyrostlym na puds WB
na tfepadce. Baiiky jsme po naodkovani inkubovali na tfepadce (96 kmitii/min., délka kyvu 9,8 cm) pii
26 az 27°C. Vyvoj kultury byl pfi poufiti vegetativniho inokula ponskud rychlejif a vysledky vyrovna-
n&jii. Proto jsme ve vitsind pokust pouZivali predevdim tohoto zpusobu otkovéni. KaZdy den jsme
sterilng odebirali 6 a% 7 ml %ivného prost¥edi. V 5,0 ml jsme stanovili obsah sudiny (nebo bilkovinu);
2,0 ml svrehni tekutiny jsme zfedili boratovym pufrem o pH 8,3 a stanovili proteolytickou aktivitu.
Ve zbytku svrchnf tekutiny jsme stanovili pH a ze zbytku kultivaén{ tekutiny jsme pfipravili preparat.

Namétené hodnoty proteolytické aktivity jsou primérem ze ¢tyF stanoveni, hodnoty susiny, bilkovin
a pH jsou pramdrem ze dvou vzorkii. Vysledky predstavuji typické hodnoty z fady reprodukovanych
pokust.

Vysledky

Prvni pokusy jsme konali na peptonovych pidach s koncentraci peptonu od 0,2 %,
do 2,0 %,. Ve viech pokusech jsme zjistili nejvyssi proteolytickou aktivitu na pro-
sttedich s nizkym obsahem dusiku; na prostfedich s 2 9, peptonu byla vidy nej-
nizsi, i kdyz narist byl na téchto nejvétsi. Vysledky jednoho typického pokusu jsou
zachyceny na obr. 1. Nizkd aktivita na pudich s vysokou koncentraci peptonu
mtze byt zpisobena témito dvéma divody: a) pepton obsahuje inhibitor proteasy,
ktery podstatné snizuje jeji aktivitu na pudéch bohatych peptonem; b) na padach
8 nizkou koncentraci dusiku dochazi k vétsimu vyludovani proteasy.
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Tabulka 1 Prvni moZnost (a) jsme vyloudili pokusem, p¥i
némz jsme smisili roztok predisténého enzymu se
9, peptonu Aktivita stejnym objemem vody, 19, 29, a 49, vodnym

roztokem peptonu. Po 10 min. sténi p¥i pokojové
teploté jsme stanovili aktivitu. Z tabulky 1 je

161250 gg’g ziejmé, Ze k inhibici proteasy roztokem peptonu
1.0 61.0 nedoslo.
2,0 58,0 Zjistovali jsme dale, zda by bylo mozno zvyse-

nou sekreci enzymu na prostfedich s nizkym obsa-
hem dusiku vysvétlit jako Galeovu kompensadni
reakei vzhledem k nepiiznivému pH (Gale a Epps 1942, Gale 1952). P¥i kultivaci
aktinomycety na prostfedi s 1,5 9, glukosy a 0,2 a% 0,5 9, peptonu dochazi totiz
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Obr. 1. Vliv koncentrace peptonu na vyludovani Obr. 2. Vliv koncentrace hydrolysatu Zelatiny
proteasy. na vyludovéni proteasy.
% peptonu: A = 0,6, B = 1,0, C = 2,0; koncen- % hydrolysatu: A = 0,5, B = 1,0, C = 2,0;
trace glukosy = 1,6 %. koncentrace glukosy = 1,5 %,.

Osa z = dny kultivace. — Osa y = sulina v mg/10 ml kultivadni tekutiny (dolni &4st), proteolyticka
aktivita v a. 10~2 mekv tyrosinu na 1,0 ml kultivaéni tekutiny (horni ast).

k dosti zna¢nému poklesu pH — i pod 6,0. Protoze optimalni pH proteasy je pii
alkalickém pH (7,5 aZ 8,6), je jeji aktivita v prostiedi nizsi ne p¥i optimalnim pH.
Nékteré mikroorganismy vyrovnivaji podle Galea a spolupracovnikil toto sniZeni
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enzymatické aktivity vétsi produkei enzymu. Ovéfovali jsme si proto tuto moznost
i v nafem pHpad® a vyjadfili jsme v tabulce 2 proteolytickou aktivitu z pokusu
zachyceného na grafu 1, jak v ,,absolutni* hodnotg, t. j. pfi jejim optimalnim pH,
tak i v jeji ,,aktualni‘‘ hodnotg, t. j. v aktivit®, kterou enzym p¥i naméteném pH kulti-
vaéni tekutiny skuteéné ma.

Tabulka 2
peptonu . - '
Dny 0,5 1,0 | 2,0
akt. a. | abs. a. akt. a. I abs. a. \ akt. a. | abs. a.

| | 1 |
1 31,6 34,3 22,9 | 26,1 22,5 | 22,5
2 81,9 116,5 88,3 | 1185 ; 30,6 | 33,5
3 171,9 191,0 132,8 | 1328 72,8 | 72,8
4 184,3 184,3 154,0 154,0 1 74,1 | 74,1
5 200,0 200,0 144,5 1 144,5 i 87,0 | 87,0

| |

100
80

60
40

20

Obr. 3. Vliv koncentrace Zelatiny na Obr. 4. V1iv koncentrace (NH,), HPO, na
vyluéovéni proteasy. vyludovéni proteasy.
% telatiny: A= 0,6, B= 1,0, C= 2,0; koncentra- 9 fosforetnanu amonného: A = 0,15, B = 0,6,
ce glukosy = 1,5 %. — Osa z = dny kultivace. C = 1,56. — 9% glukosy = 1,5.

Osa z =dny kultivace. — Osa y = mg bilkovin/l10 ml kultivain{ tekutiny (dolni 84st), proteolytické
aktivita v a. 10—3% mekv tyrosinu/l ml kultivadni tekutiny (horni ést).
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Z tabulky 2 je patrné, Ze zvySené vyluovani proteasy na prostiedi s nizkym
obsahem peptonu neni moZno vyloZit jako dusledek kompensaéni reakce na pH.
I ,,aktudlni‘ proteolytick4 aktivita byla nejvy$si na pidach chudych dusikem.

V dalif ¢asti price jsme si chtéli ovéfit, zda zjisténd zavislost plati i pii pouziti
jinych zdroji dusiku. Pouzili jsme postupné enzymatického hydrolysatu zelatiny,
zelatiny (obsahujici 0,025 9, hydrolysatu Zelatiny jako startovni zdroj dusiku)
i anorganicky vazaného dusiku — (NH,), HPO,. Ve viech pokusech vyluéovala
aktinomyceta do prostfedi nejvice proteasy na ptidach s nizkou koncentraci dusiku,
jak vyplyva z obr. 2, 3 a 4. Pomérné nejnizii sekrece proteasy jsme dosahli na pro-
stfedi s Zelatinou a hydrolysatem Zelatiny, kde doslo rovnéz v priibéhu kultivace
k dosti znaéné submersni sporulaci, na rozdil od peptonovych pud, na nichz doslo
k rozpadu mycelu a autolyse uz po t¥etim dnu kultivace.

Obr. 5. Vliv koncentrace glukosy na Obr. 6. V1iv riznd dlouhych stépit Zelatiny na
vyludovani proteasy. seKkreci proteasy. )
% glukosy: A = 0,5 B = 1,0, ¢ = 2,0; kon- A = kratké §tépy, B = dlouhé 5tépy, C = bil-
centrace peptonu = 1 9%, Proteolyticka aktivita " kovina. Proteolyticka aktivita
v a. 1072 mekv. v a. 10~2 mekv.

Osa x =dny kultivace. — Osa y = susina v mg/10 ml kultivadni tekutiny (dolni éast). proteolytické
aktivita tyrosinu/1,0 ml kultivaéni tekutiny (horni éést).

svv?

Chtéli jsme zjistit, zda mohou byt v téchto pokusech naméfené niZ$i hodnoty
proteolytické aktivity skresleny pritomnosti Zelatiny jako substratu konkurujiciho
s kaseinem o povrch enzymu. Smisili jsme proto roztok predisténé proteasy jednak
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s vodou (10 ml ++ 10 ml), jednak s roztokem 2 9, Zelatiny a stanovili proteasovou
aktivitu po 15 min., po 3 hodinch a po 48 hodinach uchovévani pfi 27°. Vysledky
zachycuje tabulka 3, z niZ je ziejmé, Ze k této inhibici proteolytické aktivity muaze

dochdzet pouze v poéateénim ob-
Nizkou aktivitu

Tabulka 3 dobi inkubace.
, na puadach s Zelatinou, resp. enzy-
Aktivita | . matickym hydrolysitem Zelatin
Cs H,0 ' Zelatina ' neni tegy moyino v};rsvétlit v tomtz
- smyslu.

15 min. 19,0 ‘ 13,5 1 Dalsi nase pokusy meély zjistit,
3 hod. 17,8 | 15,5 zda k sekreci proteasy dochézi

48 hod. 138 | 18,7 1 v dusledku nedostatku dusiku

v pidé nebo v disledku vyéerpa-
ni jakéhokoliv zdroje Zivin, jehoZ
koncentrace se stala kritickou. Tato druhé eventualita byla dosti pravdépodobna,
protoze k nejintensivnéjdimu vyluéovani enzymu dochdzi v nékterych piipadech
a% ke konci kultivace, kdy se mycel uz nemnozi, ale autolysuje (Chaloupka 1955b).
Ménili jsme proto koncentraci glukosy stejnym zplsobem jako v piedchozich
pokusech dusik. Vysledek jednoho pokusu je znazornén na obr. 5. Celkovy obraz
v téchto pokusech byl opadny nez v pfredchozich. Nejvyssi sekrece protedsy nastala
v prostiedi s nejvyssi koncentraci glukosy, kde byl i nejvétdi narist. Jeité zietelndji
je to patrné z tabulky 4, v niz jsme srovnali vysledky nékolika pokusii.

Jsou v ni uvedeny hodnoty maximalni aktivity vztazené na 1 mg maximéalni
suSiny resp. mikrobnich bilkovin, abychom ziskali obraz o vztahu mezi velikosti
sekrece a narustem kultury.

Tabulka 4
P = pepton, HZ = hydrolysat Zelatiny, Z = Zelatina, G = glukosa, B = bilkoviny, 8 = sulina.
1
% P/B P/s HZ/S Z/8 | G/S ! G/S
l \
0,2 4,40 ‘\ '
0,5 2,19 2,40 1,17 1,75 1,76 | 0,57
1,0 1,73 1,72 0,72 0,96 2,25 ‘ 1,18
2,0 1,18 0,68 0,42 0,65 | 1,88 | 1,45
| :

Pokusy je proto nutno hodnotit v tom smyslu, Ze na prostfedi s nizkym obsahem
zdroje dusiku dochézi ke specifické reakei organismu, projevujici se zvySenym vy-
ludovanim protedsy.

V posledni ¢asti prace jsme pristoupili ke zjistovani vlivu povahy zdroje dusiku
(bilkovina, del3i peptidy, kratsi peptidy a aminokyseliny) na rist a sekreci protedsy.
Chtéli jsme ziskat odpovéd na otazku, zda niZ$i produkce enzymu na pudach se
Zelatinou, resp. hydrolysitem Zelatiny nez na pudach s peptonem byla zpasobena
délkou peptidického fetézce nebo specifickym aminokyselinovym slozenim Zelatiny.
Piipravili jsme proto WB ptidu, obsahujici 1 9, Zelatiny, 1 9, enzymatického hydro-
lysatu Zelatiny a 19, kyselého hydrolysatu zZelatiny. O enzymatickém hydrolysatu
Zelatiny (B) a Zelating (C) jsme gzjistili jiz pfed tim, Ze obsahuji delsi periodické
fetézce nez v kyselém hydrolysitu Zelatiny. Ke viem padam jsme piidali 0, 0259/,
enzymatického hydrolysatu Zelatiny, aby aktinomyceta méla i na prostiedi s bilko-
vinou asimilovatelny startovni zdroj dusiku. Vysledky jsou zachyceny na obr. 6.

V pribéhu kultivace doslo k nejvétsi sekreci protedsy na padé s kratkymi pepti-
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dickymi §tépy a aminokyselinami, k mensi na padé s delsimi §tépy a k nejmensi na
prostfedi s bilkovinou. Tato zavislost se opakovan& potvrdila. Narast kultury
a prubéh pH byl ve vSech piipadech ptiblizné tyZ, jen na prosttedi se Zelatinou byl
ponékud pomalejsi pokles susiny.

Naprosto odlisny byl v8ak mikroskopicky obraz. Na prostifedi se Zelatinou doslo
v prubéhu kultivace jiz druhy den k mohutné submersni sporulaci, na prostfedi
s enzymatickym hydrolysitem Zelatiny byla sporulace mensi a na padé s kyselym
hydrolysatm nedoslo ke sporulaci viibec, pouze k fragmentaci a autolyse mycelu
(obr. 7, 8, 9, 10).

Diskuse

Sekrece proteisy aktinomycetou Streptomyces griseus je podle naSich experi-
mentalnich vysledkd podminéna nebo ovlivnéna predeviim témito dvéma aktory:
Prvym je nedostatek dusiku v padé; druhd skupina faktorti je mén& vyhranéna.
Muzeme vsak ¥ici, Ze za uréitych podminek faktory, které urychluji nebo vyvolavaji
autolysu, zvySuji sekreci enzymu.

Nedostatek dusiku nebo nespravny pomér C > N se projevuje vyludovanim vel-
kého mnoistvi proteasy, jejiz hladina v kultivadni tekutiné pfevySuje hladinu
enzymu na padach bohatych dusikem nejen relativné (t. j. vzhledem k mnoZstvi
suSiny), ale ve vétsiné piipadi i absolutné. Tato zavislost plati pro vSechny zdroje
dusiku nami studované: pepton, Zelatinu, enzymaticky hydrolysit Zelatiny a fosfo-
reénan amonny. Vylulovani probiha na pudach chudych dusikem i za kyselého pH
a pii rastu kultury, na bohatych pidach pfedeviim v obdobi autolysy mycelu a za
alkalického pH. ZvySen4 sekrece enzymu na pidéich s nizkou koncentraci dusiku by
mohla byt vyvolana pfedeviim t&€mito diivody:

a) pH kultivaéni tekutiny s nizkym obsahem dusiku je pfi kultivaci nizké, avsak
optimalni pH enzymu je na alkalické strané. MizZe proto jit o kompensaéni reakei,
podobnou té, kterou objevil Gale (1952).

b) Sekrece je zplsobena urychlenim autolysy v dusledku vyderpani jednoho
(jakéhokoliv) zdroje Zivin.

¢) PouZitd dusikatd Zivina muZe obsahovat inhibitor proteasy, ktery sniZuje jeji
aktivitu. Nizkd aktivita na prostfedich s vysokou koncentraci dusiku by tedy byla
zplisobena inhibici enzymu, ne jeho malou sekreci.

d) Vysoka aktivita proteasy na prostfedich chudych dusikem je vyvoladna zvy-
Senym vylu¢ovanim enzymu. Je disledkem pfizplsobité reakce organismu, ktery
reaguje na snizeni pfitoku dusikatych Zivin zvySenou sekreci piislu$ného enzymu.

Prvni moZnost (a) se nepotvrdila. I kdy% vyjadtime proteolytickou aktivitu v jeji
»aktualni‘ hodnoté, dostaneme prakticky tutéz zdvislost mezi koncentraci dusika-
tého zdroje a hladinou enzymu, jako pfi jejim vyjadfeni v ,,absolutni® hodnoté.
Rovnéz druhé eventualita (b) nemiZe mit rozhodujici vyznam (obr. 5). Pii kulti-
vaci na prostiedi s riznou koncentraci glukosy byla nejvyssi produkce proteasy na
ptdé s nejvyssim obsahem cukru, kde byl i nejvétsi nartst — vysledek tedy naprosto
opaény neZ na pudich s riznou koncentraci dusiku. T¥eti moZnost jsme vyloudili
pokusem, zachycenym v tabulce 1. P¥itomnost inhibitoru se nepodatilo prokazat.

Jako nejpravdépodobnéjsi tedy zustdva moZnost étvrta (d), Ze totiz zvySend
produkce proteasy je specifickou reakei organismu na nizkou koncentraci dusi-
katého zdroje. Tato schopnost miize mit velky vyznam pro mikroorganismy jako jsou
sporulujici bacily a aktinomycety, které se Géinné wdastni rozkladu bilkovinnych
zbytkl a piirodé. Sekrece proteasy za nedostatku aminokyselin a peptidi muZe mit
za nasledek odbourani eventualné p¥itomnych odpadnich bilkovin a zvySeni piitoku
asimilovatelnych dusikatych Zivin. To umoZni dal$i rist a mnoZeni téchto mikro-
organismi.
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Sekreci proteasy aktinomycetou S. griseus mohou zptsobit nebo zvydit i latky
nebo podminky, které urychluji autolysu. Vysvita to z pokusi, pfi nichZ jsme sledo-
vali vliv rGzné dlouhych $tépl Zelatiny na vyludovani enzymu. Opétovand jsme
dostavali pfekvapivé vysledky, Ze totiZ nejmensi sekrece enzymu nastala v pfitom-
nosti bilkoviny a nejvétsi v piitomnosti aminokyselin a kratkych peptidi. NejniZsi
hladina enzymu v prostiedi byla doprovézena submersni sporulaci, nejvy$ii autoly-
sou mycelu.

Studium vztaht mezi submersni sporulaci, autolysou a produkei proteasy vyza-
duje jesté dal§fho zkoumani, protoZe zatim neni mozno fici, zda se autolysou pouze
uvoliiuje z bunék enzym jiz diive v nich vytvofeny, nebo zda pii autolyse dochazi
ke zvysené syntese proteasy.

Souhrn

1. Pti kultivaci aktinomycety Streptomyces griseus v prostiedi s riznym obsahem
dusiku vyluduje aktinomyceta vice proteasy v prostiedi s nizkou koncentraci dusiku
nez na pudach dusfkem bohatych.

2, Tato sekrece je pravdépodobné specifickou odpovédi mikroorganismu na sniZen{
obsahu dusikatych Zivin bez ohledu na to, zda jsou p¥itomny ve formé bilkoviny,
peptidii, nebo amonnych soli.

3. SniZeni koncentrace cukrii v prostiedi ma za néasledek sniZeni sekrece proteasy.

4. Vyludovani proteasy je zivislé i na zdroji dusiku. NejniZ&i je na pudé s bilko-
vinou, vys8i na delSich peptidech a nejvys§i na kratkych peptidech a aminokyseli-
néch.

5. Nizkd sekrece enzymii na bilkovinich je doprovidzena mohutnou submersni
sporulaci aktinomycety, vysokd sekrece na kratkych peptidech a aminokyselinidch
fragmentaci a autolysou mycelu.

Za technickou spolupréaci dékujeme O. Civinové.

(Obrazové pFilohy 111, IV )
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Ilporeonurndeckite SH3UMBEL aKTMHOMMIleTA Streptomyces griseus 1T

Bausnue xapaKTepa ¥ KOHLUEHTPALUI a30TA HA BlelIeHUe TIPOTea3bl
10. Xanoynka
Pezwowme

ITpu wyabruBanuu Streptomyces griseus B cpefle ¢ PABIMIHLIM COIEPHAHMEM A30TA AKTHHO-
Muner BBIediseT GoJblile IPOTea3H B cpefle ¢ HUBKHM COMeprKAaHIEM a30Ta, YeM B cpele, Goraroli
a430TOM.

Brigesenue mpoTeass ABIAETCHA, BEPOATHO, ClieMu@udeCKUM OTBETOM MUKPOOPTAHM3MA HA CHM-
seHMe COREPHAHUA a30TUCTHX HMUTATeNdbH L X BEIIECTB, — HE3ABUCHMO OT TOTO, IPUCYTCTBYIOT JM
OHU B Bufe OelIHOB, TMENTUAOB UM aMMOHUEERIX CoJlel.

CHIKeHNe KOHIEGHTPAIMK €aXapoB B Cpefie BHI3HIBAET CHUKeHUE CeKpeLMu IpOoTeassl,

Buijesc Hue MpoTeasH 3aBUCUT ¥ OT OPMBI, B KaKo#l mpuCyTCTBYeT a30T: 0HO (HIBAeT MeHblie
BCeTo B GelJIKOBOU Cpefle, MOBHIHIAETCH B Cpefle ¢ AIMHHEIMY MOJIeKYyJIamMu MelTHA0B, a eule (oblie
TIOBBEINIAETCA B Cpefle ¢ KOPOTKUMH NeNTHAaMi U aMMUHOKUCIOTAMU.

HesnauuTenrHasA ceKpeluA D9H3NMOB B GeTKOBHIX CpeflaX CONPOBOKAAETCA HHTeHCUBHON FayOun-
HOM cnopyJAuHed aKTMHOMUIETA, TOTAA Kak BHAYMTeJdbHAA CeKpelMA X HA KOPOTKUX IenTujax
M AMIHOKKCIIOTAX — PparMeHTanmedl ¥ aBTONIUB0M MUIICINA.

Proteolytic Enzymes of Actinomyces Streptomyces griseus. II.

The Influence of the Nature and Concentration of Nitrogen on the Secretion of Protease

J. Chaloupka
Summary

‘When culturing actinomyces Streptomyces griseus in environments with a varying content of nitro-
gen, actinomyces secretes more protease in an environment with a low concentration of nitrogen than
on media rich in nitrogen.

This secretion is probably the specific response of the microorganism to a decrease in the content of
nitrogen nutrients, regardless of whether they are present in the form of protein, peptides or ammonium
salts.

A decrease in the concentration of sugars in the environment results in a decrease in the secretion
of protease.

The secretion of protease also depends on the form of nitrogen. It is lowest on a protein medium,
higher on the longer peptides and greatest on the higher peptides and the amino acids.

Low secretion of enzymes on proteins is accompanied by submerged sporulation of Streptomyces,
high secretion on the short peptides and the amino acids is accompanied by fragmentation and with
autolysis of the mycelium.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — ¢&. 1

Titrdcia virusu chripky v tkanivovych kultirach

JAN SZANTO

Ceskoslovenslks akademie vdd, Virologicky ustav, Bratislava

Doslo 30. 7. 1955

Mnozenie virusu chripky v tkanivovych kultirach méZeme dokazat bud titraciou
infekéného materidlu z kultir na vyvijajacich sa kuracich embryich alebo vnima-
vych zvieratich, alebo hemaglutinatnou skdskou. Pri hemaglutinaénej skiske
pouzivame virus vyluhovany z tkaniva, alantoickd & amnionickid tekutinu alebo
vyzivna tekutinu z kultir a pridanim dervenych krviniek zistujeme hemaglutiniciu.
Posledny sposob nie je naroény a moze slazit ako jednoducha kontrola rozmnozovania
virusu. Pre urdenie titru virusu v tkaninovych kultdrach sme volili spominani
hemaglutinadént skidsku. Vysledky poddvame v tejto praci.

Pokusnd éast

Materiil. V pokusoch sme pou#ili virus chripky typu A, kmeii PR8, adaptovany na alantois kura-
cieho embrya. Tkanivové kultiry z chorionalantoickych blén 10 az 16diovych kuracich embryi sme
zakladali do Erlenmeyerovych baniek a otééavych skamaviek.

Suspendované tkanivové kultiry v Erlenmeyerovych bankdch. Vybraté chorionalantoické blany sme
prepléchli niekolkokrat vymenenym fyziologickym roztokom a rozstrihali na drobné kisky. Do jednej
Erlenmeyerovej banky obsahu 25 a% 30 ml sme pridali 3 a% 5 kvapiek asi 50 9% suspenzie tkaniva.
VyZivné tekutina sa skladala z 3 dielov Hanksovho roztoku a 1 dielu konského séra. Na jednu Erlen-
meyerovu banku sme pridali 3 ml vyzivnej zmesi.

Z infikovanej alantoickej tekutiny sme spravili desatnasobné riedenia Hanksovym roztokom a z kaZ-
dého riedenia sme pridali 0,1 ml suspenzie virusu na jednu banku. V kaZzdom riedeni sme pouzivali
3tyri banky. Kultdry sa inkubovali 4 a% 6 dni pri 35° C.

Tkanivové kultiry v otdéavych skimavkdch. Do skimavky sme pridali 3 aZ 5 kvapiek kohutej plazmy.
Plazmu sme rozotreli po vnutornej stene spodnej tretiny skimavky a pridali sme asi 30 kiaskov rozstri-
hanej chorionalantoickej blany. Tekuté prostredie sa skladalo z 1,56 ml Geyovho roztoku. Virus sme
pridali v mno#stve 0,1 ml na jednu skimavku z kaZdého riedenia infikovanej alantoickej tekutiny.
Alantoicka tekutina sa riedila Geyovym roztokom. V ka?dom riedeni sme pouzili dtyri sktmavky.
Kultiiry sa vloZili do ota¢avého bubna a inkubovali sa 72 hod. pri 36° C.

Titrdcia virusu na kuracich embrydch. Infikovanu alantoicka tekutinu, ktoru sme pou#ivali pri poku-
soch s tkanivovymi kulttrami, sme titrovali aj na vajitkéch. V kazdom riedeni sme pouZili 8tyri vajitka.
Virus sme o&kovali intraalantoicky v mnostve 0,1 ml z kazdého riedenia infikovanej alantoickej teku-
tiny. Vaji¢ka sa inkubovali 48 hod. pri 35,56° C.

Dékaz roemnotenia virusu. K 0,5 ml tekutiny z kultur alebo alantoickej tekutiny sme pridali 0,6 ml
0,5 % kohutich krviniek. Infekény titer virusu chripky sme vypoéitali podla Reed-Muencha (cit. Blas-
kovi¢ a i. 1954) akumulaénym vypodétom.

Vysledky

Titracia virusu chripky v suspendovanych tkanivovych kultarach
v Erlenmeyerovych bankéch

Virus chripky sme titrovali v suspendovanych tkanivovych kultirach a sidasne
na vajitkach. V kazdom riedeni sme pouZili tyri kultiry, resp. Styri vajicka. Kul-
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tiry sme zalozili z chorionalantoickych blan 10 a 1ldiovych kuracich embryi.
Virus chripky sme pridali v mnoZstve 0,1 ml z kazdého riedenia infikovanej alan-
toickej tekutiny. To isté mnoZstvo virusu sme o¢kovali aj na kuracie embry4.
Kultiry sa inkubovali 5 dni a vajitka 48 hod. Infekény titer virusu zisteny pomocou
tkanivovych kultir bol v jednom pokuse 10-** a v drubom 10-**°. Titrdciou
infekénej alantoicke]j tekutiny na kuracich embryach sa zistil infekény titer virusu
10-7° a 10-%% (tab. 1).

Tab. 1. Infekéné titre virusu chripky pri titrécii v suspendovanych
tkanivovych kulturach a na vyvijajtcich sa kuracich embryach

Vek chorionalant. bl, v tk. kult. 10d1iové 11dnove
Vek kuracich embr. pri titracii 10dniové 11dnové
Mnozstvo inokula 0,1 ml 0,1 ml
Doba inkubécie otkovanych kur. embr. 48 hod. 48 hod
Doba inkubécie tk. kult. s virusom 5 dni  5dni
Infekény titer na kur, embryach 1070 1 10~ 6:49

\

Infekény titer v tk, kulturach 10650 [ (1 ‘
\

V tkanivovych kultirach sme zistili infekény titer virusu o nie¢o nizsi ako pri
titrdcii na vaji¢kach. Hemaglutinicia v tekutine z kultir je dobre vyznadend
a vysledky sa daji dobre odéitat. Podet vajidok a tkanivovych kultdr, v ktorych sa
zistili hemaglutininy, udava tabulka 2.

Tab. 2. V ditateli sa udéva podet pozitivnych vysled-
kov z otkovanych pripadov. V menovateli sa udava
podet otkovanych pripadov v kazdom riedeni

Riedenie virusu . K. e. Tk. k.

10 3/4 4/4 !
10- 2 3/4 4/4 i
20-3 4/4 4/4 |
19-14 3/4 4/4 |'
10-3 3/4 0/4 i
10-¢ : 3/4 ‘ 0/4 i
10-7 3/4 0/4
10-8 1/4 0/4
10-° 0/4 0/4

Infekény titer 10645 10450 i

Aj ked je infekény titer virusu nizsi pri titracii v suspendovanych tkanivovych
kultirach ako pri titracii na vaji¢kach, ma tdto metéda niektoré vyhody. Technika
zakladania suspendovanych tkanivovych kultur je jednoduché a inkubacia s viru-
som chripky infikovanych kultir v Erlenmeyerovych bankdch nevyZaduje $pecidlne
inkubatory. Pri titracii virusu v tkanivovych kulturach sa spotrebuje malofmate-
ridlu. Z troch a% pit chorionalantiockych blin zaloZime 32 kultir, éo zalezi od
velkosti tychto blan.
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Titrdcia virusu chripky v tkaninovych kultirach v otaéavych skimavkach

Na porovnanie vysledkov titricie virusu chripky v suspendovanych tkanivovych
kultirach sme robili titraciu v tkanivovych kultirach v otddavych skimavkach.
Vysledky titracie virusu v tkanivovych kultdrach v otdéavych skimavkach a na
vajitkach vidime na tabulke 3.

Tab. 3. Infekéné titre virusu chripky pri titrécii v tkanivovych kultd-
rach v otddavych skimavkéch a na vyvijajicich sa kuracich embryich

I. pokus II. pokus
Vek chorionalant. bl. v tk. kult. 13dnové 10diiové
Vek kuracich embr. pri titrécii 12dnové 10driové
Mnozstvo inokula 0,1 ml 0,1 ml
Doba inkubécie o¢kovanych kur. embr, 48 hod. 48 hod.
Doba inkubécie tk. kult. s virusom 72 hod. 72 hod.
Infekény titer na kur. embryach 10839 10816
Infekény titer v tk. kultdrach 10620 10-6.33

Na titrdciu virusu chripky v tkanivovych kultirach v otddavych skimavkich
sme pouzivali chorionalantoické blany z 10 a% 16diiovych kuracich embryi. Chorion-
alantoické blany z takto starych kuracich embryi si vhodné na titraciu virusu
v kultdrach.

Pri titrécii virusu chripky v otddavych skimavkich mal virus vysSie infekéné
titre ako v suspendovanych tkanivovych kultirach. Aby sme zistili presné rozdiely
medzi infekénymi titrami v otddavych skimavkich a v suspendovanych kultirach,
titrovali sme siidasne ti istii alantoickd tekutinu v obidvoch druhoch tkanivovych
kultir. V otddavych skimavkich mal virus infekény titer 10-°* a v suspendova-
nych kultirach 10—*%. V inom pokuse bol infekény titer virusu pri titracii podla
prvej metédy 10-°, podla druhej metédy 105,

Avsak rozdiel medzi infekénymi titrami v otd¢avych skiimavkach a na vaji¢kach
bol vel'mi menlivy. Zistili sme rozne infekéné titre virusu v otddavych skimavkach
aj pri titrdcii tej istej alantoickej tekutiny. Rozdiely medzi infekénymi titrami
na vajitkach a v suspendovanych tkanivovych kulturich sa menili podla vysky
infekénych titrov na vajitkach. Infekéné titre v suspendovanych kultdrach sa
menili podla urditych pravidelnych podmienok. Pri titricii tej istej alantoickej
s kutiny, v suspendovanych tkanivovych kultirach vychddzali vidy tie isté hodnoty
infekénych titrov. Rozdiely medzi infekénymi titrami v otddavych skumavkich
a na vajickach st prave preto také menlivé, ze infekéné titre vychadzaji vidy rozne
tak pri titrdcii virusu na vajitkach, ako aj v tkanivovych kultdrach v otédavych
skdmavkéch.

Celkove boli infekéné titre virusu chripky vidy vys§ie v tkanivovych kultirach
v otadavych skimavkim ako v suspendovanych tkanivovych kultirach. Hranica
medzi poslednym riedenim, ktoré davalo hemaglutiniciu a riedenim, ktoré nedavalo
hemaglutindciu, nebola takd ostra v otddavych skiimavkach ako v tkanivovych
kultérach v Erlenmeyerovych bankéch.

Diskusia

Rozmnozovanie virusu chripky v tkanivovych kultirach méZeme dokazaf jedno-
duchym spésobom pomocou hemaglutinaénej skisky, ktori robime z tekutej fazy
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kulttr. Prvy raz pouzil Weller a Enders (1948) tuto metddu na ddkaz rozmnoZovania
virusu chripky a epidemickej parotitidy v tkanivovych kultirach. U virusu chripky
mozeme zistit hemaglutininy v tkanivovych kultdrach z chorionalantoickych blan
a tkaniv z celého kuracieho embrya. Hodnoty hemaglutinaénych titrov st nizke
u obidvoch druhov tkaniv v porovnani s hodnotami hemaglutinaénych titrov, ktoré
dosahuje ten isty virus v alantoickej tekutine (Szanté 1955). V tkanivovych kulti-
rach z chorionalantoickych blan st vyssie hemaglutinaéné titre ako v tkanivovych
kultirach z tkaniv celého kuracieho embrya (Szant6).

Hemaglutina¢ni schopnost tekutej fazy tkanivovych kultdr infikovanych viru-
som chripky moZno pouzit na titraciu tohto virusu v tkanivovych kultarach. Pri
titracii virusu chripky v suspendovanych tkanivovych kultdrach mé virus niz&i
infekény titer ako pri titracii na kuracich embryach. Tieto vysledky potvrdzuju aj
pokusy Gajduseka (1953), ktory dosiahol niZsie hodnoty infekénych titrov pri
titracii virusov chripky v suspendovanych tkanivovych kultirach ako na vajidkach.
Wunder a spol. (1954) robili titraciu virusu chripky v tkanivovych kultarach, ktoré
pozostavali z jedného kusku chorionalantoickej blany. Z jednej chorionalantoickej
blany zalozili 16 kultir do skiimaviek, ktoré sa neotadali. Virus mal niz§i infekény
titer pri titracii v tkanivovych kultirach ako na kuracich embryach.

RozmnoZovanie virusu chripky v suspendovanych tkanivovych kultiurach zavisi
od mnozstva tkaniva. Pri malom poéte buniek sa virus nerozmnozuje. Ked je prilis
mnoho tkaniva, virus sa tieZ zle rozmnozuje (Magill a Francis 1936). Womack a Kass
(1953) zistili, Ze rozmnoZovanie virusu chripky v suspendovanych tkanivovych
kultirach zavisi od mnozstva tkaniva a ve kosti inokula. Burr a spol. (1954) nedo-
siahli rozmnoZenie virusu chripky, ked pouzili vlhké tkanivo vahy 10 mg. V kulti-
rach, obsahujucich tkanivo vihkej chorionalantoickej blany vahy 100—250 mg sa
virus rozmnozuje v priblizne rovnakej miere.

Po naockovani virusu chripky do alantoického vaku kuracieho embrya sa tento
rozmnozuje v entodermalnych bunkach alantoickej blany. V tkanivovych kultirach
sa moze virus chripky rozmnoZovat v bunkach vSetkych troch zarodoénych listov
chorionalantoickej blany. (Henle 1953.) Tamm a Tyrrell (1954) zistili, ze alantoicky
a chorionovy povrch chorionalantoickej blany adsorbuje a produkuje rovnaké
mnozstvo virusu chripky.

Titracia virusu chripky v tkanivovych kultirach v otadavych skumavkich je
citlivejsia ako titracia virusu v suspendovanych tkanivovych kultarach, ale menej
citlivd ako titrdcia na kuracich embryich. Mensia citlivost mozZe byt sposobend
tenkou vrstvou plazmy, ktord brani vniknutiu virusovych &astic do buniek, hlavne
ked sa pridd virus v malom mnoZstve ku kultiram. Tenkd vrstva plazmy moze
zabranit rovnomernému vniknutiu &astic virusu poliomyelitidy do buniek tkanivo-
vych kultar (Klone 1954).

Na titraciu virusu chripky v tkanivovych kultirach v otadavych skiimavkach sme
poutzili chorionalantoické blany z 10 az 16diovych kuracich embryi. Zistili sme, Ze
tkanivové kultary z takto starych chorionalantoickych blan st vhodné na titraciu
virusu chripky. Tieto pozorovania potvrdzuju aj vysledky pokusov Fultona a Armi-
taga (cit. pod.a Burra a spol. 1954), ktori zistili, Ze chorionalantoické blany z 9 az
16diiovych kuracich embryi vytvaraji rovnaké mnoistvo virusu. Burr a spol.
(1954) povaZuju za najvhodnejsie blany z 9diiovych kuracich embryi, v ktorych sa
vytvara najviacej virusu chripky; postupujicim vekom chorionalantoickych blan
klesa mnozstvo produkovaného virusu.

Najvidsia vyhoda titracie virusu chripky v tkanivovych kultirach spoc¢iva hlavne
v tuspore materidlu. Z niekolkych chorionalantoloickych blan moézZeme zalozit
ve.ky podet tkanivovych kultir. Technika zakladania suspendovanych tkanivovych
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kultir do Erlenmeyerovych baniek je jednoduché. Zakladanie kultar do otadavych
skimaviek je zlozitejdia. Kultiry v Erlenmeyerovych bankich moéZeme inkubovaf
v obydajnom termostate a nepotrebujeme Specidlne liahne, ako je to pri titrécii
virusu chripky na vaji¢kach. Nevyhodou titracie virusu chripky v tkanivovych
kultirach je mensia citlivost tejto metidy, takze infekéné titre s nizsie pri titracii
virusu v tkanivovych kulturach ako pri titracii na vajidkach.

Pokusy sme robili s laboratérnym kmetiom PRS8 virusu chripky. Pokusy bude
treba roziirit aj na derstvo izolované chripkové kmene, &¢im stdpne prakticky
vyznam tychto pokusov. Vysledky tejto prace prispievaji k poznaniu biologickych
vlastnosti virusu chripky a k skimaniu vzfahu k virusu a bunky na modeli
kmernia PRS.

Sihrn

V prici podavame vysledky z titracie virusu chripky v tkanivovych kultdrach.
RozmnozZenie virusu chripky v tkanivovych kultirach sme zistili dokazom hemaglu-
tininov v tekutom prostredi kultir.

Virus chripky ma niZ8i infekény titer pri titracii v suspendovanych tkanivovych
kultirach ako pri titrdcii na vyvijajicich sa kuracich embrydch. Vyssie hodnoty
sme dosiahli v tkanivovych kultdrach v otddavych skdmavkach, ale infekiné titre
boli niZsie ako pri titracii virusu na kuracich embryach.

Na titrdciu virusu chripky v tkanivovych kultirach v otddavych skimavkich
sme pouzili chorionalantoické blany z 10 az 16diiovych kuracich embryi.

Vyhodou titracie virusu chripky v tkanivovych kultirach je tspora
materidlu.
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Turpanusa Bupyca rpunmna B TKaHEBHX KYJbTypax

A. Canmo
Peszwowme

JaloTcA pesyIbTaTH TUTPAIMU BUPYCa TPUIINA B TKaHeBHIX KyInbrypaX. CreneHb PasMHOMeHUS
BYpyCa TPUINA B TKAHeBBIX KyJbTypaX Mbl ONpefielIANM IYTeM [OKAa3aTelbCTBA HAJIMYMA reMar-
TTIOTHHIHOB B MKUIKON cpefle KyJIbTYD.

Bupyc rpunma ornudaercs 0ojlee HUBKMM HHPEKIMOHHHIM TUTPOM IPU TUTPAUMM B TK3aHeBHIX
KYJIBTYPax BO B3BECH, YeM NPH TUTPAIIK Ha Pa3BUBAKIINXCA KYPUHBIX 3apojsinax. CpaBHUTeIbHO
Gollee BHICOKMe IIOKA3aTeJ M MH [OJIYYaJy IpH TKAHeBHX KYIbTYPaX Bo BpAIAloIIUXcA NpoOupKax,
HO UHPeKIUOHHEE TUTPH BCe 1Ke OBBajM HMKe, UYeM IPU THUTPALMM BUpPYyCa Ha KYPUHHIX 3apo-
ABLIIAX.

JuA tuTpanuu BUpyca rpuna B TKAHEBHIX KYJIbTYPax Bo BpA[AINXCA NPoGHPKAaX MBI TI0Th30 -
BAJICh XOPHOHAILIAHTONCHON 060i0uKo# 1—16-THEeBHBIX 3apofbIurei.

HpeHMle.leCTBOM TUTPAUUN BUPYCd I'PUINNA B THKaHEBBIX KYJIbTYpaX ABJIACTCA SKOHOMUA Ma-
Tepuala.

Titration of the Influenza Virus in Tissue Cultures

J. Szdnté
Summary

The results of titration of the influenza virus in tissue cultures are given in the communication.
Proliferation of the influenza virus in tissue cultures was ascertained by the demonstration of haemagglu-
tinins in the fluid environment of the cultures.

The influenza virus has a lower infection titre on titration in suspended tissue cultures than on
titration in developing chick embryos. Higher values were obtained in tissue cultures in roller-tubes but
the infection titres were lower than on titration of the virus in chick embryos.

For titration of the influenza virus in the tissue cultures in roller-tubes, chorio-allantoic membranes
from 10—16-day-old chick embryos were used.

The advantage of titration of the influenza virus in tissue cultures is the saving of material.
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Kratka sdéleni

Stépeni asparaginu enzymatickym komplexem ptud

JAROSLAV DROBNIK
Biologické fakulta Karlovy university, oddéleni padn{ mikrobiologie, Praha
Dodlo 28. 10. 1955

Vypracovali jsme metodiku stanoveni enzymatického ¥tdpeni asparaginu v puds, abychom mohli
sledovat pochody rozkladu bflkovinnych (a p¥buznych) latek i pfisluiné spoletenstva mikroorganismu
po enzymologickéstrance. K 6 g pudy pfidévéme 0,75 ml toluenu a po 15 min, roztok asparaginu (33 mg/ml).
Inkubujeme 48 hod. p¥i 42 °C. Uvolngny NH, stanovime modifikovanou Conwayovou difusni metodou.
PH pidy ménime jednak pufrem (Drobnik 1955), jednak ptidanim suspense 1 n Ca(OH), (0,05 a% 1,0 ml),
nebo 3 m HPO, (0,02 a% 1,0 ml). Tento druhy zpiisob, vyuivajic{ pirozené ustojdivosti pudy i aspa-
raginu, je vyhodndjsi. Metodika stanoveni je rychl4 a jednoduché. Pfi 3 paralelnich stanovenich je v bdiné
polnf pud$ prukazné jiz 5% odchylka.

Vlastnost: enzymu. Za uvedenych podminek se aktivnimi piidami doséhne a% 509 rozit&peni aspa-
raginu. Sterilisace pudy (1,5 atm po 20 min.) takika fipln® 8t8pent zastavi. Kroms deamidace asparaginu
probfhaji i jiné reakce, z nich% je nejpravdspodobnéjsi dekarboxylace kyseliny asparagové, jak o tom
svédef piitomnost alaninu ve §tépnych produktech. Neni vyloudeno, Ze podrobnéjsi vyzkum ukéZe
i jiné reakce. Nejvhodndjsi koncentrace substratu je 33 mg/ml. Tepelné optimum lef kolem 50 °C.
Pfi 25° a 65° je aktivita poloviéni. Optimélni pH je 6,5 a% 7,0. St&peni je zastaveno pii pH < 5,0 a je
poloviénf pfi pH 5,3 a 9,3.

Podminky tvorby enzymu. Rozkladaji-li se v piid® organické létky bohaté dusikem (kasein, pepton,
vojtéska), stoupd rychlost ¥tépeni asparaginu touto ptidou. Naopak, pfi rozkladu latek uhlikatych
(na piiklad glukosy), nebo po pfidani mineralnich soli do pudy (NO,, PO,) aktivita kless. Pudy dobfe
hnojené s dobrou zésobou dusiku maji obecnd aktivitu vys&i nes pudy chuds{. Tyto predbdind zjisténé
vlastnosti dynamiky tvorby enzymatického komlexu dévaji predpoklady vyutiti enzymatického
Stépeni asparaginu ke studiu pfemény latek v ptid® & spoledenstev pidnich mikroorganisma. Zéroveh
jsou ditkazem nadi tese (Drobnik 1955, Drobnik a Seifert 1955), e aktivita jednotlivych specifickych
enzymi nevystihuje celkovou biologickou aktivitu pudy, ale informuje nés o jeji kvalitativn{ strénce.
Ve studiu tohoto enzymatického komplexu pokradujeme.
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PacmenneHne acnaparnua 9H3MMATHAYECKNM KOMIJIEeXKCOM IIOYBH
Pestome

HouBeHHEIe (epMEHTH PACIEIUIAIOT ACMAPATHH HA AMMHUAK M ACTIAPATHHOBYIO KUCJIOTY, KOTOpast
B CBOIO oUepeqh MpeBpAILlAeTCH BHBMMAMM B aJaHMH. UToOH ONpefedMTh AKTMBHOCTL (epMeHTa,
MEI BHJep:KHMBaeM oGpasel MOYBH C TOJYIHOM M aclAparHMHOM H oIlpefesifAeM KOJMYeCTBO BO3HH-
Kaiomero aMMuaxa mo mupdysnomy merony Conway-a. B paGore NpUBOAATCA AAHHBE 0 XapaKrep-
HHX MOMEHTaX (ePMEHTHOTO KOMINIeKCa. Mel NpelimosIaraeM, YTo MeTof, 9HBMMATHYECKOTo pac-
MeNIeHust acnaparkHa NacT MHOTO LEHHOTO B BONpoce NMpeBpPAalleHUit a30TMCTHIX BeleCTB HOYBHL.

Uber die Spaltung des Asparagins durch den Enzymekomplex der Béden
Zusammenfassung

Es wird eine Spaltung des Asparagins durch Bodenenzyme festgestellt. Die Aktivitit des Enzyms
wird durch die Menge des Ammoniaks bestimmt, das in der mit Toluen behandelten und Asparagin
enthaltenden Bodenprobe gebildet wird., Zur Bestimmung wurde die Conwaysche Diffusionsmethode
modifiziert. Bei der Spaltung des Asparagins wird der wahrscheinliche Eingriff des Enzymekomplexes
vermutet, da die bei der Reaktion entstehende Asparaginsiure durch andere’ Enzyme in Alanin ver-
wandelt wird. Die charakteristischen Eigenschaften des Enzymekomplexes werden kurz beschrieben.
Es ist anzunehmen, dass die enzymatische Spaltung des Asparagins fir das Studium der Zersetzung
stickstoffreicher organischer Substanzen im Boden von wertvoller Bedeutung sein wird,
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Zpravy

Ke konferenci o anthropozoonosach

Problematice anthropozoonos bude vénovan letoini sjezd (kvsten 1956, Praha) mikrobiologické
a epidemiologické sekce Cs. 16k. spoletnosti J. E. Purkyné. Vzristajici frekvence fady zoonos u &lovéka
a profesionalni charakter téchto onemocnéni jsou jednim z hlavnich davedi, proé vyzkum anthro-
pozoonos byl zatazen jako samostatny tikol do statniho vyzkumného plénu. Vedle praktickych davodit
(vézanych velmi tiuce se snahou o zvy¥eni Zivodiiné produkee) je to viak i zéjem teoreticky, ktery vede
lékaiské a veteringrni mikrobiology k prohloubenému studiu téchto infekei. Lze zde totiZz sledovat
i fadu obecné mikrobiologickych zakonitosti, jejich# tisp&¥né ¥eSeni je pfedpokladem pro stanoveni
Uispeiné lééebné taktiky i zabezpedeni prevence: adaptace mikroorganismu na endocelularni parasitis-
mus a odtud vyplyvajici moinost variability, chronicita a% inaparentnost infekce, jak se s nimi setké-
véme u brucelosy, anebo listeriové &i toxoplasmové infekce matek, vedouci k tézkému poikozeni plodu.

Sjezd vénovany problematice anthropozoonos bude zaméfen predeviim na Hovéka jako prilezitostny
a posledni &lének infekéniho okruhu, na procesy imunitni pfestavby organismu po setkéni s infektem
(v§znam alergisace !), na moZnosti presné diagnostiky klinicky maélo zietelnych forem lidské choroby,
na mo#nosti racionalni 16¢by i specifické proxylaxe chronickych onemocnéni, pfi nichZ se vyrazn$ uplat-
fiuje dlouhodobd protekee mikroorganismu butikami mesenchymaélniho systému.

Kvétnovy sjezd o anthropozoonosach mé ptinést pavodni vytézky vyzkumu v tdchto tsecich studia
infekei: anthrax, onemocndni vyvolavana pasteurelami ( s vyjimkou tularemie), brucelosa, ligteriosa,
otdzky atypickych pyogennich korynebakterii, Q-horetka, problematika n&kterych viros (ortnithosa,
lyssa), z parasitologické problematiky toxoplasmosa, onemocnéni vyvolané Preumocystis carini
a nékteré leptospirosy. Problematiky téch zoonos, u nich? je jasns patrny piirodns ohniskovy charakter
ve smyslu udeni akademika Pavlovského, se sjezd nehodlé dotykat.

Dr Ctirad John

Konference na tema ,,anthropozoonosy* se kon&4 v Praze ve dnech 17.—19. kvétna 1956.
Ptihlasky k tidasti na konferenci a souhrny piipravovanych referiti zalete do konce unora na
adresu Mikrobiologicka a epidemiologickd sekce spole¢nosti J.E.P. Praha XII., Srobéarova 48
(Ustav epidemiologie a mikrobiologie).

Vydavé Biologicky tustav Ceskoslovenské akademie v&d v Nakladatelstvi Cs. akademie vad,
Vodiékova 40, Praha II. Adresa redakce: Biologicky tustav USAV, Na cvidisti 2, Praha XIX.
Administrace: Nakladatelstvi Cs. akademie vad, Vodidkova 40, Praha II, tel. 246241. Utet
Statni banky teskoslovenské & 38-161-0087, ¢islo smérovaci 0152-1. Tisknou a expeduji: Praské
tiskdrny, n. p., provozovna 04, Praha XIII, S84mova 12. Vyflo dne 20. tnora 1956. - A-02075
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M. Burger a K. Beran: O transglukosidaéni &innosti enzymatického preparatu plisné Aspergillus niger Pril. 1.

S C ReG6 R L+6 L M+6 M S, S+6 S Se RWG R L+G L M6 M C S+ S

Obr. 1. Doba inkubace 75 minut. Obr. 2. Doba inkubace 18 hodin,
Utinek enzymatického preparstu A. niger na nékteré oligosacharidy

Inkubované cukry: C = cellobiosa, R = rafinosa, R-G = rafinosa 8 glukosou, L = laktosa, L-G = laktosa s glukosou, M = maltosa,
M-G = maltosa s glukosou, S = sacharosa, 8-G = sacharosa s glukosou, 8, = vzorek cellobiosy. Slozeni cukra v inkubovanych smésich:
F = fruktosa, G = glukosa, Ga = galaktosa, M = maltosa, IM = isomaltosa, My = maltotriosa, P = panosa.
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M. Burger a K. Beran: O transglukosidaéni ¢innosti enzymatického prepardtu plisng Aspergillus niger Pril. II.

a b ¢ d e f g s S2 S3 S, a b ¢ g

Obr. 6. Obr. 7,

Ctinek enzymatického preparatu A, niger na glukosu,
G = glukosa, M = maltosa, IM = isomaltosa, P = panosa. (Doba inkubace 18 hodin)
Obr. 6. a, b, ¢,d, e. f = 5, 10, 30, 40, 50 a 60 °, glukosy., g = 15 °; glukosy a 50 °, glycerinu,
Obr, 7.8,8; 8, = 40, 50 a 60°, roztok glukosy neinkubovany, a, b, ¢ = 40,50 a 60°, voztok glukosy
inkubovany s enzymatickym preparatera,
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J. Chaloupka: Proteolytické enzymy aktinomycety Streptomyces griseus, 1I. Pril. I11.

[

P

Obr, 7. Submersni sporulace aktinomycety Streptomyces griseus. Preparat z Sdenni kultury, vyrostlé
na pudé s 1 9% Zelatiny a 1,5 % glukosy. Barveno podle Grama. Zvétseno 2000krat.

Obr. 8. Mycel z 5denn{ kultury Streptomyces griseus, vyrostlé na pudé s 1 % dlouhych 5tépi a 1,5 %
glukosy. Barveno podle Grama, ZvétSeno 2000krat. Foto J. Fiala.
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J. Chaloupka: Proteolytické enzymy aktinomycety Streptomyces griseus. IL. Pril. TV.

Obr. 9. Mycel z 5denni kultury Streptomyces griseus, vyrostlé na padd s 1 % kratkych $tépu Zelatiny
a 1,5 glukosy. Barveno podle Grama. Zvétieno 2000krat.

Obr, 10. Mycel ze 4denni kultury Strepiomyces griseus, vyrostlé na pads s 1 9 peptonu a 1,5 %, glukosy.
Barveno podle Grama, ZvétSeno 1500krat. Foto J. Fiala,
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NAKLADATELSTVI CESKOSLOVENSKE AKADEMIE VED

upozoriuje dtendte na préce z biologickych oborti, které vysly v roce 1955 v Rozpravéch CSAV
a Pracich Brnénské zékladny CSAV:

Rozpravy CSAV, fada MPV
roénik 65 - 1955

Sedit 1. Jaroslav Pelik&n: Pozndmky k bionomis populact néktergch nafich drobnych ssavetr. 12 Kés

Sebi

~
[d

3. Miroslav Servit: Nové lifejniky. 10 Kis.
Sesit 8, Vaclav Kazda: PHspévek k ekologis krytonosce Fepkového. 10 Kés,

Sesit 9. Jaroslav Kramét: Komdfi rodu Aédes v CSR. 14 Kés.

Price Brnénské zikladny CSAV
roétnik XXVII - 1955

Sedit 1. J. Pelikén: Studie o stanovidtich hrabode polntho (Msicrotus arvalis Pall ).

J. Kratochvil a B, Rosicky: Hrabof severni (Microtus oeconomus ), relikt zvifeny z doby ledové
v USR. 18 Kis.

Bedit

w

. Jos. Podpdra: Bryum generis monographiae prodromus. 13,30 Kés.
Bedit 5. R. Dostél: O koreladni morfogenesi na pfikladé Inu (Linum usitatissium). 16 Kés.

Sesit 9. Octavianus Farsky: O fru puchyfnika lékafského — Lytta vesicatoria L. — na Gabélkavskw.
14,60 Kés.

Sesit 10. Fr, Tenora - Vlast. Baru¥: Helmithofauna my# a hrabo¥t stdtné pHirodni reservace v Lednics
a okoli.

Véra Holidové a Mil. Kodis: K pozndnt endoparasstickych Fervii mydovitych hlodovet na Moravé,
Fr. Baldt: PFHspévek k pozndni vienek rodu Briielia I. 16 Kis.

Rozpravy CSAV & Préce Brnénské zékladny si midete objednat, i jednotlivé sedity, v administraci
Nakladatelstvi Ceskoslovenské akademie v&d, Praha II, Vodi¢kova 40. Dostanete je také v prodejns
NCBAV v Praze II, Viclavské nam, 34,
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NAKLADATELSTVI ¢ESKOSLOVENSKE AKADEMIE VED

upozoriiuje &tendfe na tyto prace z oboru biologie:

F. Heréik: PROBLEM BAKTERIOFAGA

Cilem této préice bylo zjistit, jaké jsou morfologické vztahy mezi bakterii a fdgem a jakym
zptisobem probiha tvorba bakteriofaga. Autor se svymi spolupracovniky konal pokusy s elektiro-
novym mikroskopem po dobu ¢tyf let a tato publikace je vysledkem jejich studif o tvorbé faga.
Nejcennéjsim prinosem této studie jsou nékteré zavéry povahy obecné biologické, o nichz se
autor zminuje v zavéredne kapitole, pfi ¢emz je uvadi do vztahu s pracovnimi vysledky jinych
pbadatell o fagu, zvlaste badateli sovetskych. V zavére¢né kapitole autor také ukazuje, jak po-
zorovani pracovniku jeho kolektivu prispéla k pochopeni skute¢né podstaty bakteriofdga. Kniha
je doplnéna mnozstvim mikroskopickych snimku, na nichZz autor demonstruje svij vyklad,
a vécnym i jmennym rejstfikem.

Str. 112, obr. 6, piil, 40, broZ. Kés 30,—.

I.I. Me¢nikov: OTAZKY IMUNITY

Tato publikace shrnuje nejvyznamné;jsi prace ruského badatele I. I. Meénikova, ktery jako
tvarce fagocytdrni theorie ma velky vyznam Vv déjinach moderni biologie i mediciny. Studie
v knize zarazené ukazuji, jak Meénikov rozvijel svou theorii, branil ji proti namitkam jinych
védett a doplnoval ji na zakladé novych vyzkumit. Vydavatelé vybrali piedevdim ty prace,
které pfinadely novy experimentaini material. K nim byl ptifazen i obsahly prehled fago-
cytarni theorie, ,,U¢eni o fagocytose a jeho experimentalni zdklady* z roku 1913, posledni pre-
hledny vyklad Meé¢nikovem psany.

V protikladu k Meénikové theorii fagocytarni se vyvijela z po¢atku theorie humordln{, podle
které nevnimavost proti nemoci je vazana na antitoxické vlastnosti sera. Ukazalo se, Ze v obran-
nych procesech organismu se ucastni obé slozky, humordlni i fagocytarni, a Ze se obé& theorie
navzajem dopliuji. Me¢nikov vyzkum humoralnich faktorti nepodcenioval a rada jeho praci se
obira problematikou toxinu a antitoxinu. Také ty jsou v knize zastoupeny.

Dulezitym prispévkem ke studiu vakcinace proti infek&nim nemocem jsou jeho drobnéjsi
prace o oékovan{ proti bfidnimu tyfu. Stat o imunité a vnimavosti proti stfevni cholefe po prvé
ukazala, jaky vyznam pro imunitu ma normadlni flora organismu. Proto také tyto prace najde
¢tenar ve vyboru.

Priace v Kknize otisténé jsou sefazeny chronologicky a podavaji dobry obraz o vyvoji a vy~
sledcich Meénikovovy prace v imunologii. V zavéru je zarazena stat L. A. Zilbera, Fagocytarni
theorie I. I. Meé&nikova, ktera pomuze ¢&tenafi, aby si tento obraz ucelil; ukazuje zarovern,
kterym smérem $el daldi vyvoj fagocytarni theorie a imunologie vubec. Knihu doplnuji pedlivé
vypraco;rané poznamky. Pripojen je jmenny rejstiik. Text je provazen vétsim poctem vy-
obrazeni.

Publikace je uréena védeckym pracovnikim v experimentaln{ biologii, lékaf(m, studujicim
mediciny i §ir§imu kruhu zajemcu o lékafskou a biologickou problematiku, nebof nékteré stati

jsou psany formou piistupnou i laikovi s dostatednym vseobecnym vzdélanim.
Str. 460, XVIII obr. pfiloh, viz. K&s 98,—.

N. A. Krasilnikov: AKTINOMYCETY — ANTAGONISTE
A ANTIBIOTICKE LATKY

Ukolem této knihy je seznamit ¢tenate se zdklady védy o antibiotikdch a jejich producentech —
aktinomycetach — a zaroven sestavit v pfistupné formé& methody, které by pomohly vést vy-
zkum a ziskat nové antibiotické latky. Autor ma v tomto pojedndni na zreteli jen ty druhy
a kmeny, které tvoi{ antibiotické latky, proto nepodava obecné poznatky o antagonickych pro-
jevech aktinomycet. Kniha je systematicky rozdélena na tfi hlavni ¢4sti. V prvni pojednava
autor o methodach studia aktinomycet, v druhé se zabyva antibiotiky, zv14%té streptomycinem
a v treti pojednava o praktickém vyuZiti antibiotik hiavné v 1ékarstvi. Kniha je doplné&na
bohatym seznamem odborné literatury.

Stran 300, obr. 15, broZ. 32,40 Kés.

Tyto knihy obdriite ve viech prodejndch n. p. KNIHA anebo pfimo v prodejné

Nakladatelstvi Ceskoslovenské akademie véd, Praha II, Viclavské ndmésti 34
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